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Probiotiki so za ohranjanje človeškega zdravja izredno pomembni, v zadnjem času pa se 
raziskujejo za zdravljenje nekaterih bolezni, med katere uvrščamo tudi parodontalno 
bolezen. Pri tem pa velik izziv predstavlja razvoj lokalnega dostavnega sistema, ki bi 
omogočal vgradnjo velikega števila probiotikov, ohranjal njihovo preživetje med 
shranjevanjem in na mestu aplikacije nudil učinkovito kolonizacijo. V okviru magistrske 
naloge smo zato z metodo elektrostatskega sukanja razvili nanovlakna in vanje vgradili 
spore potencialnega probiotičnega seva Bacillus sp. 25.2.M ter jih podrobno vrednotili. 
Po začetni optimizaciji formulacijskih, procesnih in okoljskih parametrov smo izdelali 
nanovlakna iz polietilenoksida (PEO) in kompozitna nanovlakna iz PEO ter alginata v 
masnem razmerju 60/40 in 20/80 (m/m), v katera smo nato vgradili spore (7,2×105–
7,8×106 spor/mg nanovlaken). Njihovo uspešno vgradnjo smo potrdili z vrstičnim 
elektronskim mikroskopom (SEM) in hkrati ugotovili, da so imela nanovlakna s sporami 
povprečni premer (164–212 nm) značilno večji od premera enakih nanovlaken brez spor 
(127–172 nm). Analiza z diferenčno dinamično kalorimetrijo je pokazala, da je 
elektrostatsko sukanje zmanjšalo kristalnost PEO v vseh vzorcih nanovlaken v primerjavi 
z izhodnim polimerom. S Fourierjevo transformacijsko infrardečo spektroskopijo smo 
dokazali nastanek vodikovih vezi med PEO in alginatom v nanovlaknih, na interakcije 
med polimeri in sporami pa na podlagi spektrov ne moremo sklepati. Spremljali smo 
preživetje spor med izdelavo nanovlaken in ugotovili, da mehanski stres, aplicirana 
napetost in osmozne spremembe zmanjšajo preživetje spor za največ 1 logaritemsko 
enoto. Po 1-mesečnem shranjevanju pri sobni temperaturi, 58 % relativni vlažnosti (% 
RH) in 40 °C, 75 % RH ni prišlo do statistično pomembnega zmanjšanja števila živih 
spor. S povečevanjem deleža alginata v nanovlaknih je padala hitrost sproščanja spor v 
fosfatni pufer, alginat pa je zakasnil sproščanje spor in razraščanje bakterij tudi na trdnem 
gojišču.  
Izdelana nanovlakna imajo potencial za lokalno dostavo probiotikov v obzobni žep. So iz 
biokompatibilnih in bioadhezivnih polimerov, omogočajo vgradnjo velikega števila živih 
probiotičnih spor ter zagotavljajo njihovo stabilnost tudi med shranjevanjem. 






Probiotics are very important for maintaining human health, whereas in the last years they 
are extensively studied for the treatment of various diseases, including periodontal 
disease. However, a challenge is to develop delivery system that would enable the 
incorporation of large number of probiotics, maintain their survival during storage, and 
offer effective colonization at the site of application. Therefore, the aim of this master 
thesis is development and characterisation of nanofibers with spores of the potential 
probiotic strain Bacillus sp. 25.2.M using the electrospinning method. 
After the initial optimization of the formulation, process and environmental parameters, 
we produced nanofibers from polyethylene oxide (PEO) and composite nanofibers from 
PEO and alginate in weight ratio of 60/40 and 20/80 (m/m) with incorporated spores 
(7.2×105–7.8×106 spores/mg nanofibers). Their successful incorporation was evaluated 
using scanning electron microscopy (SEM). The average diameter of spore-loaded 
nanofibers (164–212 nm) was significantly bigger compared to the diameter of the same 
nanofibers without spores (127–172 nm). Analysis by differential scanning calorimetry 
showed that electrospinning reduced the crystallinity of PEO in all nanofibre samples 
relative to the polymers used. Fourier transform infrared spectroscopy demonstrated the 
formation of hydrogen bonds between PEO and alginate in nanofibers, whereas no 
interactions between polymers and spores could be inferred from the spectra. The survival 
of spores during nanofiber production was reduced for maximum of one logarithmic unit 
probably due to mechanical stress, applied pressure, and osmotic changes. After one-
month storage at room temperature, 58 % relative humidity (RH) and at 40 °C, 75 % RH 
did not show a statistically significant decrease in the number of viable spores. As the 
proportion of alginate in nanofibers increased, the rate of spore release into phosphate 
buffer decreased, and alginate delayed the release of spores and the growth of bacteria 
even on solid agar plates. 
The developed nanofibers demonstrate the potential for local delivery of probiotics to the 
periodontal pocket. They are from bioadhesive and biocompatible polymers, enable the 
incorporation of a large number of viable probiotic spores, and ensure their stability 
during storage. 






CFU: število kolonijskih enot (angl. colony forming unit) 
DSC: diferenčna dinamična kalorimetrija (angl. differential scanning calorimetry) 
FTIR: Fourierjeva transformacijska infrardeča spektroskopija (angl. Fourier-transform 
infrared spectroscop) 
FZ: fizikalna zmes 
LAF: komora z laminarnim pretokom zraka (angl. laminar air flow) 
NV: nanovlakna 
PEO: polietilenoksid 
RH: relativna vlažnost 
SEM: vrstični elektronski mikroskop (angl. scanning electron microscope) 
TGA: termogravimetrična analiza (angl. thermogravimetric analysis) 
UZ: ultrazvok




1.1 Parodontalna bolezen, nastanek in zdravljenje 
Parodontalna bolezen 
Parodontalna bolezen je kronično vnetje obzobnih tkiv, ki vodi k umiku dlesni, razgradnji 
pozobnice, cementa in kosti zobiščnega odrastka, nastanku obzobnih žepov, majavosti in 
navsezadnje vodi v izgubo zob (1). Kronično vnetje ni omejeno le na lokalno okolje ob zobu, 
ampak vpliva tudi na splošno zdravje, saj preko parodontalne rane v krvni obtok vdrejo 
številni mikrobi in vnetni mediatorji ter tako dosežejo oddaljene organe. Bolezen je zato 
neposredno povezana z večjim tveganjem za nastanek drugih sistemskih bolezni, kot so 
kardiovaskularne motnje, bolezni ledvic, pljučne bolezni, diabetes mellitus tipa 2, 
bakteriemija in težave med nosečnostjo. Parodontalna bolezen je med prebivalstvom zelo 
razširjena, saj prizadane 20–50 % svetovne populacije (1–3). 
Bolezen se razvija postopoma in poteka skozi več faz. Prva med njimi je gingivitis, kjer 
značilne simptome, kot so pordele in otečene dlesni ter krvavitev, opazimo med ščetkanjem 
zob. Gingivitis predstavlja lokalno vnetje dlesni in ga lahko z ustrezno ustno higieno 
pozdravimo, lahko pa napreduje v parodontalno bolezen, ki vodi do razpada obzobnega tkiva 
(slika 1). Poznamo različne oblike parodontalne bolezni, ki se med seboj razlikujejo glede 
na obseg prizadetosti zob, t.j. lokalno ali razširjeno, in stopnje napredovanja bolezni (4). 
 
Slika 1: Zdrav zob z nepoškodovanim obzobnim tkivom, ki preko gingivitisa (lokalno vnetje dlesni) napreduje 
v parodontalno bolezen, kjer destrukcija obzobnega tkiva in nastanek obzobnih žepov vodita v izgubo zob. 
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Nastanek parodontalne bolezni 
Obstaja več dejavnikov, ki so povezani s povečanim tveganjem za nastanek parodontalne 
bolezni. Mednje uvršamo kajenje, nekontroliran diabetes mellitus tipa 1 in 2, slabo ustno 
higieno, izpostavljenost kroničnemu stresu, pomembno vlogo pa ima tudi genetska 
predispozicija. S starostjo pogojena osteoporoza povzroči spremembe v kostni sestavi, kar 
vodi v hitrejšo razgradnjo kosti zobiščnega odrastka (5). Ne glede na dejavnik, ki sproži 
nastanek bolezni, je za njen razvoj bistvena sprememba v mikrobiološki sestavi obzobnega 
biofilma in imunskem odzivu. 
V ustni votlini je okoli 700 različnih vrst mikroorganizmov, ki so organizirani v strukturo 
biofilma. Biofilm sestavlja skupek mikroorganizmov, naseljenih na zobno površino, in je 
sestavni del zobnih oblog (1, 6). Sprva se na zobni površini iz proteinov in dolgoverižnih 
ogljikohidratov, prisotnih v slini in ostankih hrane, tvori primarni pelikel, kamor se v nekaj 
urah naselijo Streptococcus sp., Actinomyces sp., Veillonella sp. in Neisseria sp. Takšen 
biofilm še ne predstavlja zrele strukturne in vrstne sestave, v njem pa redko zasledimo 
potencialno patogene mikroorganizme (7, 8). Prisotni heterogeni mikroorganizmi v biofilmu 
sintetizirajo zunajcelični matriks, ki vsebuje polisaharide, proteine, lipide in nukleinske 
kisline. Ker je zunajcelični matriks lepljiv, to omogoča pospešeno adhezijo novih vrst 
mikroorganizmov. Z nadaljno vezavo v ustni votlini prisotnih mikroorganizmov se masa in 
debelina biofilma povečujeta. Z večanjem debeline biofilma se zmanjšuje difuzija kisika v 
globlje plasti, kar ustvarja ustrezne pogoje za kolonizacijo anaerobnih, parodontalno 
patogenih mikroorganizmov (6). Pridružitev in razraščanje parodontalno patogenih bakterij 
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola  in Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans v zrelem biofilmu poruši mikrobno ravnotežje med koristnimi in 
patogenimi mikroogranizmi, kar naj bi bilo ključno za nastanek parodontalne bolezni. 
Prevlada gramnegativnih anaerobnih bakterij nad grampozitivnimi aerobnimi bakterijami 
vodi v napredovale faze bolezni. Hkrati tudi halitoza, kot eden izmed pridruženih simptomov 
bolezni, nastaja zaradi delovanja številnih anaerobnih bakterij, ki razgrajujejo v slini prisotne 
proteine. Virulentne lastnosti omenjenih parodontalno patogenih bakterij in sama struktura 
biofilma omogočajo zaščito pred obrambnimi mehanizmi gostitelja (2, 7–9). Zdrav 
organizem vzdržuje zaščito obzobnega tkiva z ustreznim imunskim odzivom na prisotne 
patogene. Ko se imunski sistem na prisotne patogene ne odzove v zadostni meri ali pa je 
imunski odziv prekomeren, to sproži kronično vnetje. Vnetna reakcija vključuje aktivirane 
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citokine, matriksne metaloproteaze, bakterijske encime in osteoklaste, ki razgrajujejo 
pozobnico in kost zobiščnega odrastka, ki je viden kot obzobni žep (1, 6). 
Zdravljenje parodontalne bolezni 
Glavni cilj pri zdravljenju parodontalne bolezni je zmanjšanje števila parodontalnih 
patogenov v zobnih oblogah in ponovna vzpostavitev mikrobnega ravnovesja. Dokazana je 
učinkovitost mehanskega odstranjevanja oblog z luščenjem in glajenjem površine korenin, 
vendar metoda ni enako učinkovita pri vseh pacientih. Zato se za zdravljenje dodatno 
uporabljajo še antiseptiki in/ali protibakterijske učinkovine. Med antiseptiki je lokalno 
najpogosteje uporabljen klorheksidin, med protibakterijskimi učinkovinami pa prvi izbor pri 
sistemskem zdravljenju predstavlja kombinacija metronidazola z amoksicilinom in 
klavulansko kislino. Pri tovrstnem zdravljenju se pojavljajo omejitve, saj je zaradi slabega 
prodiranja učinkovin v obzobna tkiva težko doseči njihove minimalne inhibitorne 
koncentracije, hkrati pa lahko pride do razvoja rezistence. Ker odpornost bakterij proti 
antibiotikom precej narašča, poskušajo njihovo uporabo omejiti na minimum in pri tem več 
pozornosti nameniti drugim oblikam zdravljenja, kot je zdravljenje s fotodinamično in 
regenerativno terapijo. V primeru fotodinamične terapije mora biti fotosenzor dostavljen v 
bližino bakterij v biofilmu. Po osvetlitvi s svetlobo določene valovne dolžine sledi tvorba 
singletnega kisika in radikalov, ki uničijo prisotne patogene. Medtem pa je regenerativna 
terapija z aplikacijo specifičnih sistemov in nanobiomaterialov usmerjena k obnavljanju 
izgubljenega tkiva. S klasičnimi kirurškimi postopki in transplantati pospešujejo rast 
cementa, ligamenta in kosti zobiščnega odrastka, ki so propadli zaradi parodontalne bolezni 
(1, 10). Alternativni pristop antibiotični terapiji predstavljajo tudi prebiotiki, probiotiki ali 
pa kombinacija obeh, imenovana simbiotiki. Zaradi ozaveščanja o pomembnosti mikrobiote 
za humano zdravje, se je zanimanje za le-te povečalo tudi na področju zdravljenja 
parodontalne bolezni (11, 12). 
1.2 Probiotiki in potencialni probiotični sev 25.2.M 
Probiotiki so živi mikroorganizmi, večinoma bakterije, ki so izolirani iz človeške 
mikrobiote. Pravimo jim »dobre« bakterije, saj imajo v ustreznih odmerkih pozitiven vpliv 
na zdravje gostitelja s tem, ko spodbujajo rast in metabolno aktivnost koristnih 
mikroorganizmov. Poznanih je več mehanizmov, kako probiotiki pravzaprav dosežejo svoj 
učinek. Preko stimulacije antigen predstavitvenih celic okrepijo imunski odziv gostitelja za 
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obrambo pred škodljivimi mikroorganizmi, s čimer zavirajo protivnetne mediatorje in 
zmanjšujejo vnetje. Dodatno, na površini tkiva ustvarijo biofilm, ki prepreči adhezijo 
patogenov, hkrati pa z ustreznim pH, oksido-redukcijskih potencialom in protibakterijskimi 
izločki, kot so organske kisline in hidroperoksidi, preprečujejo razraščanje patogenov (9, 11, 
13). Probiotikom, ki se v in vitro pogojih lahko borijo proti specifičnim kariogenim in 
parodontalno patogenim bakterijam, z vidika zdravljenja parodontalne bolezni pripisujemo 
velik potencial. Takšni so probiotiki iz rodu Streptococcus, Bifidobacterium in 
Lactobacillus. Slednji imajo celo sposobnost, da kompetitivno izključijo patogene, ko gre za 
pritrjevanje na površino sluznice ali primarnega pelikla (14). Izsledki raziskav, ki so 
obravnavale učinkovitost zdravljenja parodontalne bolezni s probiotiki, kažejo, da je 
uspešnost pri zdravljenju odvisna od faze bolezni, časa zdravljenja s probiotiki, vrste 
uporabljenega seva, lastnosti dostavnega sistema in odziva gostitelja na uporabljene 
probiotike (15, 16). V eni izmed študij so vrednotili učinkovitost Lactobacillus reuteri. 
Študija je bila paralelna, dvojno slepa, randomizirana in s placebom kontrolirana, v njej pa 
je sodelovalo 59 pacientov z zmerno do hudo obliko gingivitisa. Sev probiotika so aplicirali 
preko žvečilnega gumija, ki so ga pacienti testne skupine žvečili dvakrat dnevno dva tedna 
zapored. Vsebnost Lactobacillus reuteri v žvečilnem gumiju je znašala 108 CFU. Po dveh 
tednih so se klinični parametri bolezni, kamor uvrščamo globino obzobnih žepov, krvavitve 
iz dlesni in vnetne markerje gostitelja, izboljšali pri skupini, ki je prejemala žvečilni gumi s 
probiotiki, kar še podkrepi dejstvo, da s specifičnimi probiotičnimi sevi lahko uspešno 
zaviramo nastanek parodontalne bolezni (14–16). Rezultati testiranj na laboratorijskih in 
živalskih modelih so pokazali, da tudi seva Streptococcus oralis in Streptococcus 
uberis zavirata rast patogenov ter sta indikatorja zdravega zobovja, medtem ko njuna 
odsotnost v biofilmu poveča tveganje za nastanek parodontalne bolezni (13). 
Potencialni probiotični sev Bacillus 25.2.M 
Na Institutu Jožef Stefan so v okviru magistrske naloge iz ustne mikrobiote zdravih 
posameznikov izolirali sev 25.2.M z namenom, da bi ovrednotili njegovo morebitno vlogo 
pri zdravljenju parodontalne bolezni (17). Ugotovili so, da bakterije izoliranega seva izločajo 
sekundarne metabolite s protibakterijskim delovanjem proti parodontalnemu patogenu 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans in da so v in vitro pogojih sposobne prerasti 
kolonije omenjenega patogena. Na osnovi nukleotidnega zaporedja 16S ribosomalne RNA 
so določili, da sev 25.2.M spada v rod Bacillus sp. in ga klasificirali kot za ljudi nepatogen 
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sev. Ker je sev izoliran iz avtohtone mikrobiote, je dobro prilagojen na njeno mikrookolje, 
zaradi česar je v primerjavi s konvencionalnimi, že uveljavljenimi probiotiki najverjetneje 
uspešnejši kolonizator bukalne sluznice. Ena izmed prednosti seva 25.2.M je še, da lahko 
sporulira (18). Za sporulacijo bakterij iz rodu Bacillus sp. se uporabljajo Mn2+, ki imajo pri 
tvorbi endospore v encimskih reakcijah vlogo kofaktorja. Spore so v primerjavi z 
vegetativnimi oblikami istovrstne bakterije odpornejše na agresivne zunanje dejavnike, kot 
so visoke temperature, dehidracija, ionizirajoče sevanje in kemični agensi, zato imajo široko 
področje uporabe tudi z vidika vgrajevanja v dostavne sisteme (19, 20).  
1.3 Dostavni sistem za zdravljenje parodontalne bolezni 
Pri zdravljenju parodontalne bolezni poleg sistemske protimikrobne terapije uporabljamo 
tudi lokalne dostavne sisteme. Ti imajo večji potencial, saj omogočajo direktno dajanje na 
mesto infekcije in so minimalno invazivni. Dodatno, lokalna dostava omogoča tudi izogib 
prebavnemu traktu, peroralni absorpciji in metabolizmu prvega prehoda, kar zmanjša 
tveganje za neželene učinke ter poveča pacientovo komplianco (21, 22). Konvencionalne 
farmacevtske oblike za usta, kot so tablete, zobne paste in ustne vodice, imajo slabo 
penetracijo v obzobni žep, kar vodi v zmanjšano učinkovitost pri zdravljenju bolezni. 
Posledično je trenutno raziskovanje usmerjeno predvsem v inovativne dostavne sisteme, ki 
jih zaradi anatomske strukture obzobnega žepa enostavno vstavimo vanj. Mednje uvrščamo 
vlakna, gele, trakove, nabrekajoče sisteme, mikrokapsule, mikrodelce, nanovlakna in 
nanodelce. Z ustreznim načrtovanjem lahko izdelamo idealen dostavni sistem za neposredno 
vstavitev v obzobni žep. Polimeri, ki imajo dobro izražene mukoadhezivne lastnosti, 
omogočajo podaljšan čas zadrževanja na mestu dajanja. Biokompatibilnost uporabljenih 
materialov je ključna, da po nanosu dostavnega sistema na tarčnem mestu ne prihaja do 
draženja okoliškega tkiva, medtem ko vključevanje biorazgradljivih polimerov olajša 
zdravljenje, saj dostavnih sistemov ni potrebno mehansko odstraniti (7, 10, 21, 22). 
1.4 Nanovlakna 
Polimerna nanovlakna so široko uporabljen dostavni sistem na področju biomedicine in 
farmacije. Zaradi strukturne podobnosti z zunajceličnim ogrodjem se enostavno umestijo 
med okoliško tkivo, hkrati pa spodbujajo proliferacijo, diferenciacijo in migracijo celic, kar 
jim daje še dodano vrednost. Zaradi omenjenih lastnosti jih raziskujejo za uporabo v oblogah 
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za vlažno celjenje ran in v tkivnem inžinirstvu za pripravo tkivnih nadomestkov (23, 24). 
Nanovlakna odlikujeta velika specifična površina in porozna struktura, v primerjavi z 
drugimi oblikami iz enakih materialov pa izkazujejo večjo fleksibilnost in natezno trdnost 
(10). V nanovlakna so že uspeli vgraditi protivnetne učinkovine, antibiotike, lokalne 
anestetike, imunosupresive in kemoterapevtike, pa tudi velike biološke molekule (proteine, 
rastne dejavnike in genetski material), viruse in bakterije (25). 
Poznane so različne metode za izdelavo nanovlaken, kot so metoda vlečenja (angl. drawing), 
medfazna in fazna polimerizacija (angl. interfacial/phase polymerization), izpihovanje taline 
(angl. melt blowing), samozdruževanje (angl. self-assembley), sukanje pod vplivom 
centrifugalne sile (angl. forcespinning) in elektrostatsko sukanje (angl. electrospinning). 
Zadnja se je izkazala za najbolj zmogljivo metodo, s katero lahko pripravimo nanovlakna z 
različnimi lastnostmi iz pestrega nabora vhodnih polimerov (10, 25). 
1.4.1 Elektrostatsko sukanje 
Z metodo elektrostatskega sukanja lahko na osnovi elektrostatskih sil iz polimerne raztopine 
ali taline izdelamo trdna vlakna, nanometerskih premerov in teoretično neomejene dolžine. 
Osnovna sestava naprave za elektrostatsko sukanje zajema črpalko, vir visoke napetosti, 
električno prevodno šobo z iglo in zbiralo na točno določeni razdalji od prevodne šobe (slika 
2). Pomemben sestavni del je še brizga, ki je s šobo neposredno povezana preko plastične 
cevke. V brizgi je polimerna raztopina/talina, ki preko plastične cevke teče proti šobi s 
pomočjo črpalke, v katero je vpeta (10, 26). Elektrodi zagotavljata vir napetosti; anoda je 
pripeta na prevodno šobo in generira od 0 kV do 30 kV napetosti, medtem ko je katoda 
pripeta na ozemljeno zbiralo (27). 




Slika 2: Sestava naprave za elektrostatsko sukanje: črpalki (A), šoba (B) s sestavnimi deli: plastična cevka (a), 
vir visoke napetosti (b), priključek za vir visoke napetosti (c), ogrodje šobe (d) z iglo (e), kamera (C), planarno 
zbiralo (D), zaslon (E). Na zaslonu je viden stabilen polimerni curek. 
Napetost na konici igle povzroči, da se iz polimerne raztopine/taline tvori kapljica, ki dobi 
naboj. Na nastalo kapljico v električnem polju delujeta dve vrsti sil, t.i. elektrostatske sile in 
sila površinske napetosti, pri čemer vsaka sila deluje v svojo smer. Zaradi nasprotujočih si 
sil se kapljica podaljša in pri tem tvori konično obliko, imenovano Taylorjev stožec. Ko 
jakost zunanjega električnega polja doseže kritično točko, elektrostatske sile premagajo 
površinsko napetost, kar vodi v raztezanje Taylorjevega stožca in nastanek nabitega curka 
polimerne raztopine/taline. Slednji se pri letu proti zbiralu dodatno daljša, vrtinči, postaja 
vedno tanjši in doseže visoko hitrost. Topilo, v katerem je bil raztopljen polimer, med 
raztezanjem curka izhlapi, na zbiralu pa se zbirajo trdna in naključno razporejena polimerna 
nanovlakna. Spreminjanje osnovnih parametrov elektrostatskega sukanja omogoča pripravo 
nanovlaken z raznoliko sestavo in morfološkimi lastnostmi (25, 26, 28, 29). 
1.4.2 Lastnosti nanovlaken, izdelanih z metodo elektrostatskega sukanja 
Z metodo elektrostatskega sukanja lahko izdelamo različno urejena nanovlakna z želenimi 
dimenzijami, strukturami in poroznostjo. Na sam proces in morfologijo nanovlaken vplivajo 
mnogi medsebojno prepleteni parametri, ki so navedeni v preglednici I. Ker še ni povsem 
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raziskano, kako posamezni parameter ali kombinacija le-teh vpliva na določeno lastnost 
nanovlaken, je za vsak polimer potrebno optimizirati proces elektrostatskega sukanja (30). 
Preglednica I: Razvrstitev osnovnih parametrov elektrostatskega sukanja, ki pomembno vplivajo na lastnosti 
izdelanih nanovlaken. 
 
Zadostna koncentracija polimerne raztopine in molekulska masa polimera sta ključni za 
uspešno pripravo nanovlaken, saj se v nasprotnem primeru tvorijo delci ali nanovlakna z 
vozli. Na premer izdelanih nanovlaken v največji meri vpliva koncentracija polimera v 
raztopini, pri čemer višja koncentracija polimerne raztopine rezultira v nastanku debelejših 
in manj enakomernih nanovlaknen. Podoben trend velja tudi za raztopine 
visokomolekularnih polimerov, kjer sorazmerno z molekulsko maso narašča viskoznost 
raztopine in posledično premer nanovlaken. Za uspešno elektrostatsko sukanje je potrebna 
uporaba topila ali zmesi topil z dovolj visoko dielektrično konstanto, uporaba bolj hlapnih 
topil pa zahteva višje pretoke. S prilagajanjem procesnih parametrov se spreminja tudi 
morfologija nanovlaken. Pri večjem pretoku v curku potuje več polimerne raztopine/taline, 
kar vodi v nastanek debelejših nanovlaken. Do nastanka slednjih prihaja tudi v primeru 
manjše razdalje od konice igle do zbirala, kjer polimerna raztopina/talina prepotuje krajšo 
razdaljo, zato je raztezanje curka manjše. V kolikor topilo med letom curka ne izhlapi 
popolnoma, lahko prihaja do zlitja ali zlepljanja nanovlaken na zbiralu. Za vpliv napetosti 
velja, da ni splošnega pravila, zaradi česar je morebitne morfološke spremembe nanovlaken 
potrebno vrednotiti skupaj z ostalimi parametri. Po eni izmed razlag nestabilnost in 
raztezanje curka naraščata z višanjem napetosti, kar vodi do tanjših vlaken, hkrati pa v 
literaturi navajajo, da višja napetost poveča količino polimerne raztopine/taline v curku, 
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zaradi česar nastajajo debelejša nanovlakna. Tudi z vrsto zbirala vplivamo na lastnosti 
električnega polja, s tem pa na urejenost nanovlaken. Uporaba stacionarnega planarnega 
zbirala omogoča izdelavo naključno orientiranih nanovlaken, medtem ko lahko z rotirajočim 
bobnom izdelamo vzporedno urejena nanovlakna. Dodatno še okoljski parametri 
pripomorejo h kvaliteti izdelanih nanovlaken. Višja temperatura pospeši odparevanje topila 
med raztezanjem curka, kar vodi v nastanek debelejših nanovlaken. Ravno nasprotno pa s 
povišanjem temperature pada viskoznost polimerne raztopine/taline v brizgi in posledično 
se lahko zmanjša premer nanovlaken. Znižanje relativne vlažnosti vodi v manjše raztezanje 
curka in nastanek nanovlaken z večjimi premeri. Kadar je cilj izdelati nanovlakna s čim 
manjšim premerom, se v polimerne raztopine/taline z namenom povečanja gostote naboja 
na površini curka dodajajo soli. Zaradi dodatka ionov pri raztegovanju curka delujejo 
močnejše sile, kar končno vodi v nastanek tanjših nanovlaken (25, 26, 31–33). 
Spreminjanje parametrov lahko povzroči pojav neželenih struktur, ki so najpogosteje vidne 
kot vozli. Na slikah, posnetih z vrstičnim svetlobnim mikroskopom (SEM), jih prepoznamo 
kot naključno razporejene zadebelitve v nanovlaknih. Do nastanka vozlov najpogosteje 
prihaja pri visokem pretoku in napetosti ter nizkih koncentracijah polimera v raztopini. V 
primeru povečanja pretoka v curku potuje večja količina polimerne raztopine, kar lahko 
povzroči neučinkovito izhlapevanje topila, v primeru povečanja napetosti pa hitrost curka 
močno naraste, zato se velikost kapljice na konici igle zmanjša in Taylorjev stožec prične 
oscilirati. Proces elektrostatskega sukanja je treba optimizirati v smeri preprečevanja 
nastanka neželenih struktur, ki zmanjšajo kakovost nanovlaken. V določenih primerih je 
zaželeno, da nanovlakna vsebujejo pore na njihovi površini, saj slednje omogočajo prirejeno 
sproščanje bodisi vgrajenih učinkovin, kot tudi probiotikov iz nanovlaken (26). 
1.4.3 Nanovlakna z vgrajenimi probiotiki 
Za aplikacijo probiotikov potrebujemo primeren dostavni sistem, ki omogoča njihovo 
vgradnjo v čim večjem obsegu, hkrati pa je pomembno, da ga lahko enostavno in 
neinvazivno nanesemo na tarčno mesto. Zaželeno je, da nosilni sistem zagotavlja dolgotrajno 
stabilnost vgrajenih probiotikov, po možnosti pri sobni temperaturi. Slednjo dosežemo s 
sušenjem disperzije probiotikov v suho formulacijo, za kar je primerna tudi metoda 
elektrostatskega sukanja, kjer probiotike vgrajujemo in sušimo v enem koraku (slika 3). Pri 
vgrajevanju probiotikov uporabljamo, če je le mogoče, spore, saj imajo v primerjavi z 
vegetativnimi oblikami bakterij boljše preživetje v ostrejših pogojih izdelave (12, 18). 
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Uporaba spor je smiselna tudi z vidika shranjevanja, kar so s poskusom potrdili v primeru 
potencialno probiotične bakterije Bacillus sp. 25.2.M. Nanovlakna z vgrajenimi sporami 
omenjenega seva, ki so jih izdelali na Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani, namreč 
izkazujejo čas preživetja spor, ki je pri sobni temperaturi daljši od 12 mesecev. Medtem pa 
vzporedne študije na vegetativnih oblikah bakterij nekaterih drugih sevov kažejo bistveno 
krajši čas preživetja pri enakih pogojih shranjevanja, in sicer od 4 do 7 tednov (18, 34, 35). 
 
Slika 3: Priprava nanovlaken (NV) z vgrajenimi potencialnimi probiotiki in aplikacija le-teh na tarčno mesto, 
t.j. obzobni žep. 
Zaradi neposredne korelacije med velikostjo in maso nanovlaken ter številom vgrajenih 
probiotikov predstavljajo nanovlakna pacientu prijazen dostavni sistem, ki omogoča 
enostavno prilagajanje odmerka probiotikov. Da lahko s slednjimi uspešno zdravimo 
parodontalno bolezen, je v prvi vrsti pomembno, da jih apliciramo v zadostnem odmerku, ki 
še omogoča učinkovito rekolonizacijo obzobnega žepa. Za izboljšanje rezultatov pri 
zdravljenju bolezni probiotike vgrajujemo v nanovlakna, pripravljena iz polimerov, ki 
omogočajo dober stik in bioadhezijo na površino obzobnega žepa ali bukalne sluznice. 
Tovrstni polimeri imajo potencial, da lahko dlje časa zadržijo probiotike na želenem mestu 
in s tem omogočijo kolonizacijo površine (18). 
1.4.4 Polimeri za izdelavo nanovlaken 
Alginat 
Biomateriali, ki jih pridobivamo iz naravnih virov, se že od nekdaj uporabljajo kot 
nadomestek poškodovanim tkivom. So inertni in ne posegajo v biološki sistem gostitelja. 
Eden izmed tovrstnih materialov je alginat. Gre za naravni anionski polielektrolit, ki ga 
večinoma pridobivamo z ekstrakcijo iz rjavih alg Phaeophyceae, proizvajajo pa ga tudi 
bakterije iz rodu Azotobacter in Pseudomonas. Je mukoadheziven, biokompatibilen, 
biorazgradljiv in netoksičen polimer, zato ima široko področje uporabe (36). 
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Alginat je strukturno linearni polisaharid, sestavljen iz blok kopolimerov α-L-guluronske 
kisline in β-D-manuronske kisline, ki se povezujejo z 1→4′ vezjo (slika 4A). Bloki so 
sestavljeni iz zaporednih guluronskih, zaporednih manuronskih ali izmeničnih guluronskih 
in manuronskih ostankov. Zaporedje guluronske in manuronske kisline, njuno razmerje in 
molekulska masa vplivajo na fizikalne lastnosti alginata. Strukturne značilnost alginatov 
precej variirajo in so odvisne od vira, iz katerega ga pridobivamo. Na tržišču je alginat na 
voljo v molekulskih masah od 32 do 400 kDa (36). 
 
Slika 4: Strukturna formula alginske kisline (A) in natrijevega alginata (B), ki v vodi tvori viskozno raztopino. 
Alginat je kemijsko sol alginske kisline, ki je zaradi tvorbe vodikovih vezi v vodi dobro 
topna in lahko tvori hidrogele. Monovalentna sol, natrijev alginat, v vodnem mediju tvori 
viskozno raztopino, zato ima potencial za izdelavo elektrostatsko sukanih nanovlaken (slika 
4B). V nasprotju pa divalentne soli tvorijo gelsko strukturo. Na topnost alginata pomembno 
vpliva pH okolice, saj le ionizirane karboksilne skupine alginata v zadostni meri preko 
vodikove vezi in elektrostatskih sil interagirajo z molekulami vode. Hkrati je ionizacija 
karboksilnih skupin ključna za adhezijo na sluznično tkivo. S pKa vrednostjo 3,38–3,65 je 
alginat pri fizioloških pogojih (pH 7,4) praktično v celoti ioniziran, podobno pa velja tudi v 
primeru ustne votline, zaradi česar kot material za izdelavo dostavnih sistemov s ciljano 
dostavo v obzobni žep precej obeta (36–38). Alginati z vidika biokompatibilnosti s svojo 
strukturo posnemajo sestavo zunajceličnega ogrodja, zlasti glikozaminoglikane, zato imajo 
potencial v tkivnem inžinirstvu (39). Obloge iz alginatnih hidrogelov so napredni sistemi, ki 
jih uporabljamo za vlažno celjenje ran. Biorazgradiljivost alginatu zagotovimo z delno 
oksidacijo polimernih verig, kar s časom vodi do njegove degradacije v vodni raztopini pri 
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fizioloških pogojih. Zaradi omenjenih značilnosti je alginat primeren material za izdelavo 
dostavnih sistemov z vgrajenimi zdravilnimi učinkovinami, proteini in celičnimi kulturami. 
Pri izdelavi dostavnih sistemov za zdravljenje parodontalne bolezni alginatu posvečamo 
dodatno pozornost, saj naj bi preko prekinitve intermolekularnih interakcij v zunajceličnih 
polimernih substancah rahljal strukturo biofilma in s tem zmanjševal škodljivost 
parodontalnih patogenov (36, 39). Se pa pri izdelavi dostavnih sistemov iz alginata, zlasti ko 
gre za pripravo nanovlaken z metodo elektrostatskega sukanja, pojavljajo nekatere omejitve. 
V pripravljeni vodni raztopini alginata so polimerne verige med seboj prečno povezane z 
vodikovimi vezmi, zaradi česar se tvori rigidna struktura. Le-ta onemogoča raztezanje 
polimernega curka iz konice Taylorjevega stožca, posledično pa nanovlakna ne nastajajo. Z 
namenom izboljšanja fleksibilnosti verig in njihovega medsebojnega prepleta se v polimerne 
raztopine dodajajo dodatni, nenabiti polimeri, med katerimi so najbolj pogosto uporabljeni 
polietilenoksidi (PEO) in polivinilalkoholi. Slednji olajšajo elektrostatsko sukanje alginatov 
tudi zaradi zmanjšanja odbojnih sil med deprotoniranimi karboksilnimi skupinami v vodnem 
mediju (38). 
Polietilenoksid 
PEO je sintezni, linearni polimer, ki ga pridobivamo s katalitično polimerizacijo etilen 
oksida (slika 5). Je dobro topen v vodi in v stiku z njo nabreka, prav tako pa se topi v 
organskih topilih, kot so etanol, kloroform, aceton in toluen. PEO je na tržišču dostopen v 
širokem razponu molekulskih mas, in sicer od 100 do 800 kDa (40, 41). Čeprav gre za 
biokompatibilen material z dobro izraženimi mukoadhezivnimi lastnostmi in dokazano 
nizko toksičnostjo v primeru peroralne absorpcije, je material sinteznega izvora, zato 
poskušamo njegov delež v formulacijah čim bolj omejiti (42). 
 
Slika 5: Strukturna formula PEO. 




Parodontalno bolezen obravnavamo kot velik javnozdravstveni problem. Zdravljenje s 
konvencionalnimi farmacevtskimi oblikami mnogokrat ni dovolj učinkovito, zato je razvoj 
usmerjen k inovativnim dostavnim sistemom za lokalno zdravljenje. Eden izmed njih so tudi 
polimerna nanovlakna, kamor lahko vgrajujemo probiotike, ki jim tako z vidika ohranjanja 
zdravja, kot tudi preprečevanja oz. zdravljenja bolezni pripisujemo velik pomen. Namen 
magistrske naloge je razviti nanovlakna iz PEO in kompozitna nanovlakna iz PEO in alginata 
v masnem razmerju 60/40 in 20/80 (m/m) z metodo elektrostatskega sukanja ter vanje 
vgraditi spore potencialnega probiotičnega seva Bacillus sp. 25.2.M.  
Z optimizacijo formulacijskih, procesnih in okoljskih parametrov bomo poskušali v prvi fazi 
razviti tanka nanovlakna z enakomerno porazdelitvijo velikosti premerov in homogeno 
morfologijo plasti brez polimernih madežev. Z optičnim mikroskopom bomo opazovali 
morfologijo nastalih nanovlaken med procesom, za podrobno analizo vzorcev pa bomo 
uporabili vrstični elektronski mikroskop (SEM).  
V nanovlakna bomo vgrajevali spore, ki jih bomo iz vegetativnih oblik bakterij pripravili po 
protokolu za sporulacijo. V polimerne raztopine z različnim razmerjem PEO in alginata 
bomo dispergirali spore in z uporabo najbolj optimalnih procesnih ter okoljskih parametrov 
elektrostatskega sukanja izdelali nanovlakna s sporami. Analizirali bomo preživetje spor v 
različnih stopnjah izdelave nanovlaken in po 1-mesečnem shranjevanju nanovlaken pri sobni 
temperaturi, 58 % RH in 40 °C, 75 % RH. Morebitne interakcije med polimeri in sporami 
bomo ovrednotili z diferenčno dinamično kalorimetrijo (DSC) in Fourierjevo 
transformacijsko infrardečo sprektroskopijo (FTIR). Opazovali bomo vpliv formulacije na 
sproščanje spor iz nanovlaken v fosfatni pufer s pH vrednostjo 7,4 in preučili kalitev spor 
ter rast bakterij iz nanovlaken še na trdnem gojišču.  
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3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
Bakterijske spore 
Za pripravo zalog spor potencialnega probiotika smo uporabili bakterijske spore Bacillus sp. 
25.2.M (številka seva v genski banki: MG461560), ki smo jih pridobili z Instituta Jožef 
Stefan. 
Polimeri za izdelavo nanovlaken 
 Natrijev alginat (molekulska masa 138 kDa; Protanal LF 10/60), FMC BioPolymer, 
Haugesund, Norveška 
 PEO (M 900.000 g/mol), Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, Nemčija 
 PEO (M 2.000.000 g/mol), Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, Nemčija 
 PEO (M 4.000.000 g/mol), Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, Nemčija 
Reagenti in topila 
 aceton, ≥ 99,5 %, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
 etanol, 96 %, Kefo d.o.o., Ljubljana, Slovenija 
 etanol, denaturiran, 96 %, Pharmachem, Slovenija 
 Incidin Liquid, ECOLAB Deutschland GmbH, Monheim am Rhein, Nemčija 
 kalijev dihidrogenfosfat, ≥ 99,5, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
 manganov sulfat monohidrat, p.a., Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, 
Nemčija 
 natrijev hidroksid, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
 natrijev klorid, p.a., Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
 prečiščena voda, Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Slovenija 
Snovi za pripravo gojišč 
 Agar Select, Invitrogen, Carlsbad, Kalifornija, ZDA 
 Nutrient Broth, Sigma Aldrich Chemie GmBh, Steinheim, Nemčija 
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3.2 Naprave in laboratorijska oprema 
 analitska tehtnica, Mettler Toledo AG 245, Greifensee, Švica 
 analitska tehtnica, Mettler Toledo XS 205, Greifensee, Švica 
 avtoklav, A-21 CAVAK, Kambič, Semič, Slovenija 
 centrifuga, Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
 centrifugirke 50 mL, TPP, Trasadingen, Švica 
 diferenčni dinamični kalorimeter, DSC 1 STARe System, Mettler Toledo, Švica 
 termogravimeter, TGA/DSC 1 STARe System, Mettler Toledo, Švica 
 spektrometer Thermo Nicolet Nexus FTIR z ATR nastavkom, Nicolet Instrument 
Co., Madison, ZDA 
 elektroda za merjenje prevodnosti, InLab 741, Mettler Toledo, Greifensee, Švica 
 gorilnik 
 inkubator s stresalnikom, Grant-bio Orbital Shaker-Incubator ES-20, Keison 
products, Chelmsford, Velika Britanija 
 komora LAF, FAZ 3, Waldner electronics, Wangen, Nemčija 
 konduktometer, MC 226, Mettler Toledo, Greifensee, Švica 
 magnetno mešalo in grelec, IKA RCT basic IKAMAG, IKA-Werke GmbH & Co. 
KG, Straufen, Nemčija 
 naprava za elektrostatsko sukanje, Fluidnatek LE-100, Bionicia, Valencija, Španija: 
- igla, šoba, cevka, planarno zbiralo z aluminijasto folijo 
 objektivna stekelca, Deltalab, Barcelona, Španija 
 optični mikroskop, Olympus CX41, Olympus Corporation, Tokio, Japonska 
 pH-meter, SevenCompact, Mettler Toledo, Greifensee, Švica 
 plošče za pripravo trdnih gojišč, Deltalab, Barcelona, Španija 
 steklovina: bučka, čaša, erlenmajerica z obrusom, merilna pipeta, petrijevke, steklena 
palčka 
 sterilizator na suho toploto, Nüve FN 500, Ankara, Turčija 
 stresalnik, Vibromix 10, Tehnica, Železniki, Slovenija 
 stresalnik, Vibromix 403 EVT, Tehnica, Železniki, Slovenija 
 tehtalni čolniček 
 ultrazvočna kadička, Sonis 4, Iskra Pio, Šentjernej, Slovenija 
 SEM Supra 35 VP, Carl Zeiss, Oberkochen, Nemčija  
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3.3 Priprava raztopin 
70 % (V/V) etanol 
Za pripravo 2 kg 70 % (V/V) etanola po Ph. Eur. 10.2 (5.5. Alcoholimetric tables) smo v 2 
L steklenico natehtali 1330 g 96 % (V/V) etanola in 670 g prečiščene vode ter jo premešali. 
0,9 % (m/V) raztopina NaCl 
Natehtali smo 4,5 g NaCl, ga kvantitativno prenesli v 500 mL merilno bučko, ki smo jo do 
oznake dopolnili s prečiščeno vodo in sterilizirali (3.6).  
50 mM fosfatni pufer s pH 7,4 
Natehtali smo 1,57 g NaOH in 6,80 g KH2PO4, ju kvantitativno prenesli v 1 L merilno bučko 
in jo dopolnili s prečiščeno vodo. Pripravljeni raztopini smo izmerili pH in ga z 0,1 M 
raztopino NaOH oz. 0,1 M raztopino HCl uravnali na pH 7,40 ± 0,05. Nato smo bučko s 
prečiščeno vodo dopolnili do oznake in jo sterilizirali (3.6). 
0,3 % (m/V) raztopina MnSO4H2O 
Natehtali smo 0,15 g MnSO4×H2O, ga kvantitativno prenesli v 50 mL merilno bučko, ki smo 
jo do oznake dopolnili s prečiščeno vodo in sterilizirali (3.6). 
3.4 Priprava gojišč 
Tekoče gojišče 
Natehtali smo 4 g medija Nutrient Broth, ga kvantitativno prenesli v steklenico za 
avtoklaviranje, dodali 500 mL prečiščene vode in nastalo raztopino sterilizirali (3.6). Tako 
pripravljeno gojišče je vsebovalo 1,5 g govejega mesnega ekstrakta in 2,5 g peptona iz 
želatine, njegov pH pa je znašal 6,8 ± 0,2. 
Trdno gojišče 
Natehtali smo 1,70 g medija Nutrient Broth in 6,38 g agarja, ju kvantitativno prenesli v 
steklenico za avtoklaviranje, dodali 425 mL prečiščene vode in nastalo raztopino sterilizirali 
(3.6). Počakali smo, da je temperatura v avtoklavu padla na približno 70 °C, nato pa 
steklenico z gojiščem vzeli iz avtoklava. V LAF komori smo gojišče vlili v sterilizirane 
petrijevke in jih pustili priprte približno 2 h, da se je gojišče strdilo. Trdna gojišča smo nato 
do uporabe shranili v hladilniku.  
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3.5 Aseptično delo 
Pri eksperimentalnem delu z bakterijami smo se posluževali načel aseptičnih tehnik, s čimer 
smo zmanjšali tveganje za kontaminacijo bakterijskih kultur in hkrati širjenje bakterijskega 
seva v okolico. Uporabljene materiale in pribor smo pred delom dezinficirali in/ali 
sterilizirali. Pri delu smo uporabljali zaščitno halijo in rokavice, v LAF komori pa še 
narokavnike. Pred začetkom dela smo vso delovno površino, rokavice in narokavnike 
dezinficirali s 70 % (V/V) etanolom. Delo smo izvajali ob plamenu Bunsenovega gorilnika, 
ki v določenem radiju zagotavlja sterilno atmosfero, in v LAF komori, ki smo jo predhodno 
dezinficirali s 70 % (V/V) etanolom ali Incidinom ter za 2 h izpostavili UV svetlobi. Tudi 
laboratorijski pribor in zunanje površine vsebnikov smo pred uporabo dezinficirali s 70 % 
(V/V) etanolom in jih postavili v sterilno območje plamena ali v LAF komoro. Kovinske 
zanke, pincete in nožke smo po dezinfekciji s 70 % (V/V) etanolom še dodatno prežarili v 
plamenu. 
Pred elektrostatskim sukanjem polimernih raztopin z bakterijami smo notranjost komore, 
cevko, notranji sistem šobe, iglo in zbiralo z aluminijasto folijo dezinficirali s 70 % (V/V) 
etanolom ter jih za 2 h izpostavili še UV svetlobi.  
3.6 Sterilizacija 
Pri eksperimentalnem delu smo za sterilizacijo laboratorijskega pribora in materialov 
uporabili različne metode, ki so prikazane v preglednici II. 
Preglednica II: Uporabljene metode sterilizacije. 
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3.7 Gojenje in sporulacija seva 25.2.M 
Disperzijo spor seva 25.2.M, pripravljeno na Institutu Jožef Stefan, smo s cepilno zanko 
nanesli na agar ploščo tako, da smo jo s cepitvami razredčili do posameznih kolonij, in 
ploščo 24 h inkubirali pri sobni temperaturi. Osamljeno kolonijo čiste kulture smo s cepilno 
zanko prenesli v erlenmajerico s 50 mL tekočega gojišča Nutrient Broth, ga prekrili s 
parafilmom in inkubirali v stresalniku 24 h pri 37 °C in 150 obratih/min. Nastalo gojišče 
smo poimenovali prekonočna kultura. 
V 1 L erlenmajerico s 500 mL tekočega gojišča Nutrient Broth smo odpipetirali 100 μL 
prekonočne kulture in 500 μL 0,3 % (m/V) MnSO4×H2O, ki je služil kot aktivator sporulacije 
bakterij. Erlenmajerico smo prekrili s parafilmom in jo 3 dni inkubirali pri 28 °C in 170 
obratih/min, po 3 dneh pa smo stresanje zmanjšali na 130 obratov/min in erlenmajerico 
inkubirali še dodatne 3 dni. Med inkubacijo smo spremljali spremembo barve in motnosti 
gojišča, pod optičnim mikroskopom pa vrednotili razmerje med vegetativnimi oblikami 
bakterijskih celic in sporami. Sporulacijo smo izvajali v dveh paralelah hkrati. Po zaključeni 
inkubaciji smo vsebino iz obeh erlenmajeric prelili v 50 mL centrifugirke in jih centrifugirali 
5 min pri 20 °C in 5000×g. Supernatant smo po centrifugiranju odlili in sediment v 
posamezni centrifugirki redispergirali v 5 mL 0,9 % (m/V) NaCl. Vsebino iz vseh 
centrifugirk smo združili v dve 50 mL centrifugirki, ki smo ju centrifugirali v treh ločenih 
ciklih po 10 min pri 20 °C in 5000×g. Po vsakem centrifugiranju smo odlili supernatant in 
sediment spirali s 40 mL 0,9 % (m/V) NaCl. Po zadnjem ciklu centrifugiranja smo ves 
sediment dispergirali v 7 mL fosfatnega pufra s pH 7,4. Vsebino v centrifugirki smo 
poimenovali zaloga, ki smo ji z metodo v podpoglavju 3.14 določili koncentracijo spor. 
3.8 Priprava polimernih raztopin in disperzij s sporami 
Polimerne raztopine 
Pripravili smo 4 % (m/V) polimerne raztopine PEO in PEO/alginat v masnem razmerju 
60/40 oz. 20/80 med polimeroma. Natehtali smo 0,4 g polimerov v ustreznih razmerjih in 
jih med mešanjem počasi dodali v stekleno vialo z 10 mL prečiščene vode. Vialo smo 
zatesnili s pokrovčkom in mešali na sobni temperaturi približno 18 h, da je nastala homogena 
raztopina. V preglednici III je prikazana sestava polimernih raztopin, ki smo jih uporabili za 
izdelavo nanovlaken. Kot topilo smo zaradi dobre topnosti polimerov uporabili prečiščeno 
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vodo. Z oznako PEO/ALG smo v nadaljevanju poimenovali masno razmerje (m/m) med 
PEO in alginatom. 
Preglednica III: Sestava polimernih raztopin in polimernih disperzij s sporami, uporabljenih za izdelavo 
nanovlaken. 
 
Polimerne disperzije s sporami 
Glede na koncentracijo živih spor v zalogi spor smo izračunali volumen le-te, ki je bil 
potreben za pripravo 10 mL polimerne disperzije s sporami s koncentracijo ~ 109 spor/mL. 
Izračunani volumen zaloge spor smo centrifugirali 10 min pri 20 °C in 6000×g, da smo ga 
očistili zaostankov pufra. Supernatant smo odlili in sediment v treh zaporednih ciklih spirali 
s 15 mL prečiščene vode. Po zadnjem centrifugiranju smo sediment kvantitativno prenesli v 
vialo tako, da smo centrifugirko postopoma spirali s prečiščeno vodo in skupno porabili 5 
mL medija. Vialo smo s prečiščeno vodo dopolnili do 10 mL in ob mešanju na magnetnem 
mešalu dodali natehtane prahove PEO ali PEO in alginat v ustreznem razmerju (preglednica 
III). Nastalo disperzijo smo zatesnili s pokrovčkom in mešali na magnetnem mešalu 
približno 18 h pri sobni temperaturi. 
3.9 Elektrostatsko sukanje 
Polimerno raztopino/disperzijo smo pred začetkom elektrostatskega sukanja 10 min 
sonicirali, da smo izgnali zračne mehurčke, nastale med mešanjem na magnetnem mešalu. 
Z raztopino/disperzijo smo napolnili 5 mL brizgo, ki smo jo vpeli v črpalko in preko cevke 
povezali s šobo. Razdaljo med konico igle in planarnim zbiralom smo nastavili na 15 cm. 
Priključili smo črpalko in počakali, da se je pretok raztopine/disperzije skozi iglo ustalil, 
nato pa priključili napetost in začeli z zbiranjem nanovlaken na planarnem zbiralu, ki smo 
ga predhodno prekrili z aluminijasto folijo. 
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Polimerne raztopine PEO smo elektrostatsko sukali pri nespremenjenih pogojih, ki so bili 
sledeči: pretok 400 μL/h, napetost 13 kV, temperatura 37 °C in 17 % RH. 
Med optimizacijo izdelave nanovlaken PEO/ALG smo testirali območja parametrov in nato 
izbrali najboljšo vrednost. Polimerne raztopine PEO/ALG 60/40 smo elektrostatsko sukali 
pri pretoku 400–470 μL/h, napetosti 14–23 kV in konstantni temperaturi 37 °C ter 17 % RH. 
Med optimizacijo elektrostatskega sukanja polimernih raztopin PEO/ALG 20/80 smo poleg 
pretoka (280–700 μL/h) in napetosti (14–21 kV) spreminjali še temperaturo (37–42 °C) in 
RH (12–17 %). Elektrostatsko sukanje posameznega vzorca polimernih raztopin je trajalo 8 
h. 
Za izdelavo nanovlaken s sporami smo uporabili parametre elektrostatskega sukanja, pri 
katerih smo izdelali nanovlakna brez spor, ki so imela ustrezno velikostno distribucijo, 
morfologijo in na svoji površini niso imela polimernih madežev (preglednica IV). 
Preglednica IV: Parametri elektrostatskega sukanja, pri katerih smo izdelali optimalna nanovlakna (NV). 
 
3.10 Liofilizacija disperzije spor 
Za vrednotenje spor s termično analizo in FTIR smo uporabljali liofilizirane spore. Zalogo 
spor, pripravljeno po metodi 3.7, smo najprej z večkratnim spiranjem s prečiščeno vodo in 
centrifugiranjem očistili zaostalih ionov. 3 mL očiščene zaloge spor smo odpipetirali v viale, 
zamrznili pri temperaturi -20 °C in liofilizirali. Primarno sušenje je potekalo pri temperaturi 
police -10 °C in tlaku 0,370 mBar 24 h, sekundarno sušenje pa pri temperaturi 25 °C 
(maksimalni tlak 0,060 mBar). 
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3.11 Vrednotenje morfologije nanovlaken z optično in elektronsko 
mikroskopijo 
Medprocesno vrednotenje morfologije nanovlaken, nasukanih na objektna stekelca, smo 
izvedli pod optičnim mikroskopom. Za SEM analizo vzorcev smo izrezali približno 0,5×0,5 
cm velike koščke nanovlaken, ki smo jih z obojestranskim prevodnim lepilnim trakom 
prilepili na kovinske nosilce in namestili na delovno mizico SEM. Vzorce smo analizirali s 
sekundarnim detektorjem pri pospeševalni napetosti 1 kV. Nato smo v računalniškem 
programu ImageJ izmerili premere 50–100 naključno izbranim nanovlaknom in ovrednotili 
njihovo velikostno porazdelitev. 
3.12 Analiza termičnih lastnosti nanovlaken 
3.12.1 Diferenčna dinamična kalorimetrija 
Za DSC analizo nanovlaken, njihovih posameznih komponent in fizikalnih zmesi smo v 
aluminijast lonček natehtali 5–7 mg vzorca, ga zaprli in na sredini prebodli z iglo. Segrevanje 
vzorca je potekalo v inertni dušikovi atmosferi (pretok dušika 50 mL/min), v temperaturnem 
območju od 30 °C do 300 °C in s hitrostjo segrevanja 10 °C/min. Analiza termogramov je 
potekala v programu  STARe V9.30. 
3.12.2 Termogravimetrična analiza 
S TGA smo vrednotili zmanjšanje mase vzorca ob njegovi izpostavitvi temperaturnemu 
programu. Lonček iz aluminijevega oksida smo prežarili v plamenu in vanj natehtali 5–7 mg 
vzorca. Segrevanje vzorca je potekalo v inertni dušikovi atmosferi (pretok dušika 50 
mL/min), v temperaturnem območju od 30 °C do 300 °C in s hitrostjo segrevanja 10 °C/min. 
Analiza termogramov je potekala v programu  STARe V9.30. 
3.13 Fourierjeva transformacijska infrardeča spektroskopija 
Za FTIR analizo vzorcev smo uporabili tehniko oslabljenega ali zmanjšanega popolnega 
odboja (ATR). Pri snemanju spektrov smo izbrali resolucijo 2 cm−1 in 64 ponovitev snemanja 
v območju od 600 cm−1 do 4000 cm−1. Najprej smo posneli spekter ozadja (zrak), nato pa še 
spektre izbranih vzorcev. Spektre smo normalizirali in njihovo analizo izvedli v programu 
OriginPro 2020. 
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3.14 Vrednotenje preživetja spor z metodo nakapljane plošče 
Preživetje spor smo vrednotili z metodo nakapljane plošče in ga izrazili kot število 
kolonijskih enot (CFU, ang. Colony forming unit) na masno ali volumsko enoto vzorca. 
Posamezne vzorce v mikrocentrifugirkah (1 mL) smo večkrat zapored redčili s 50 mM 
fosfatnim pufrom tako, da smo pripravili redčitveno vrsto s faktorjem 10. Po pet alikvotov 
posamezne redčitve z volumnom 10 μL smo nanesli na trdo pripravljena gojišča, ki smo jih 
24 h inkubirali pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo prešteli kolonije, zrastle na 
posameznem nanosu, in pri izračunu (enačba 1) upoštevali tiste nanose, kjer je zrastlo med 
3 in 30 kolonij. 
Koncentracija živih spor (
CFU
mL
) =  
CFUalikvot
Valikvot
× 10redčitev                                     Enačba 1 
3.14.1 Vrednotenje preživetja spor po soniciranju 
Zalogo spor smo odpipetirali v mikrocentrifugirko (1 mL), jo postavili v ultrazvočno kadičko 
in sonicirali 10 oz. 30 min. Po soniciranju smo z metodo nakapljane plošče (3.14) izračunali 
koncentracijo živih spor v obeh mikrocentrifugirkah in jo primerjali z njuno začetno 
koncentracijo v zalogi spor. 
3.14.2 Vrednotenje preživetja spor v polimerni disperziji 
Preživetje spor v polimerni disperziji smo vrednotili takoj po pripravi disperzij in po 
končanem procesu elektrostatskega sukanja (preostanek disperzije v brizgi). V 
mikrocentrifugirke smo odpipetirali približno 100 μL polimerne disperzije s sporami in 
dodali 900 μL fosfatnega pufra. Vorteksirali smo vse dokler v mikrocentrifugirkah ni nastala 
homogena disperzija, nato pa smo določili koncentracijo živih spor (3.14). Eksperimentalno 
določene koncentracije živih spor smo primerjali s teoretičnimi, ki smo jih izračunali po 
enačbi 2. Eksperiment smo izvedli v 3 paralelah. 
Teoretična koncentracija živih spor (
CFU
mL
) =  
Czaloga×Vzaloga
Vpol.  disp.
                           Enačba 2  
czaloga: koncentracija živih spor v zalogi spor 
Vzaloga: volumen zaloge spor 
V pol. disp.: volumen polimerne disperzije s sporami 
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3.14.3 Vrednotenje preživetja spor v nanovlaknih 
V mikrocentrifugirke smo natehtali 7–10 mg nanovlaken in dodali 1 mL prečiščene vode. 
Vorteksirali smo vse dokler v mikrocentrifugirkah ni nastala homogena disperzija, nato pa 
smo določili koncentracijo živih spor (3.14). Vsebnost spor v nanovlaknih smo ob 
upoštevanju volumna vzorca (1 mL) in mase nanovlaken izrazili kot CFU/mg nanovlaken. 
Eksperimentalno določeno vsebnost živih spor smo primerjali s teoretično vrednostjo, ki 
smo jo predhodno izračunali po enačbi 3. Preživetje spor v nanovlaknih smo vrednotili v 3 
paralelah. 
Teoretična vsebnost spor v nanovlaknih (
CFU
mg
) =  c ×  
1 mL
𝑚𝑝𝑜𝑙𝑖𝑚𝑒𝑟 + 𝑚𝑠𝑝𝑜𝑟𝑒
                     Enačba 3 
c: koncentracija spor v polimerni disperziji pred elektrostatskim sukanjem (CFU/mL) 
mpolimer: masa polimerov v 1 mL polimerne disperzije s sporami (mg) 
mspore: masa spor v 1 mL polimerne disperzije s sporami (mg) 
3.15 Preživetje spor v nanovlaknih med shranjevanjem 
Približno 7 mg posameznega vzorca nanovlaken smo natehtali v mikrocentrifugirke, katerim 
smo pokrovčke prebodli s prežarjeno kovinsko iglo. Vzorce smo izpostavili pogojem v (i) 
eksikatorju (sobna temperatura, 58 % RH) in (ii) komori (40 °C, 75 % RH). Po 1-mesečnem 
shranjevanju pri navedenih pogojih smo določili vsebnost živih spor v nanovlaknih (3.14.3) 
in jo primerjali z vsebnostjo, določeno po končanem elektrostatskem sukanju. V eksikatorju 
smo izvedli 1 paralelo, v komori pa 2 paraleli. 
3.16 Sproščanje spor iz nanovlaken v fosfatni pufer 
Vzorce nanovlaken z maso 7–10 mg smo s pinceto položili v viale in dodali 10 mL 
fosfatnega pufra. Zaprte viale smo stresali na stresalniku pri 37 °C in 120 obratih/min. 
Vzorčili smo ob vnaprej določenih časovnih točkah in iz vsake viale odpipetirali po 2 
alikvota vzorca z volumnom 100 μL, pri tem pa smo odvzeti volumen nadomestili z 200 μL 
fosfatnega pufra. Prvi alikvot smo redčili, drugega pa shranili za rezervo. Število sproščenih 
živih spor na masno enoto nanovlaken smo določili z metodo nakpljane plošče (3.14). 
Sproščanje spor iz posameznih vzorcev nanovlaken smo izvedli v 2 paralelah. 
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3.17 Kalitev spor in rast bakterij iz nanovlaken na trdnem gojišču 
Vzorce nanovlaken s sporami v obliki kroga s premerom 14 mm smo po enega položili na 
sredino trdnega gojišča (3.4). Gojišča smo inkubirali pri sobni temperaturi. Ob vnaprej 
določenih časovnih točkah smo gojišča fotografirali in jih obdelali v programu ImageJ. V 
različnih smereh smo izmerili premer kroga in premere povprečili (slika 6). Ker nas je 
zanimal prirast kolonij, smo od povprečnega premera v določeni časovni točki odšteli 
povprečni premer, izmerjen v točki 0, in prirast izrazili kot spremembo v mm. 
 
Slika 6: Princip določanja premerov v programu ImageJ. Z rdečimi puščicami je označen prirast kolonij 
(nanovlakna PEO s sporami, 3 dni). 
3.18 Statistična analiza 
Za ovrednotenje morebitnih statistično pomembnih razlik med povprečnim premerom 
nanovlaken brez in s sporami smo uporabili t-test (Excel 2013), za primerjavo vsebnosti spor 
v nanovlaknih (i) po elektrostatskem sukanju, po 1-mesečnem shranjevanju pri (ii) sobni 
temperaturi, 58 % RH in (iii) 40 °C, 75 % RH pa enosmerno analizo variance (ANOVA) s 
post-hoc Tukey testom (OriginPro 2020). 
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Optimizacija izdelave nanovlaken 
4.1.1 Izdelava PEO nanovlaken 
Eksperimentalni del smo pričeli z elektrostatskim sukanjem 4 % (m/V) polimerne raztopine 
PEO in tako izdelana nanovlakna v nadaljevanju primerjali z nanovlakni, ki so poleg PEO 
vsebovala še alginat. Za pripravo PEO nanovlaken smo kot izhodiščne pogoje uporabili 
podatke iz literature in pri pretoku 400 μL/h ter napetosti 13 kV brez večjih težav izdelali 
nanovlakna ustrezne morfologije in s povprečnim premerom 172  23 nm (slika 7). Pogoje, 
pri katerih smo elektrostatsko sukali nanovlakna, smo uporabili tudi pri pripravi tovrstnih 
nanovlaken s sporami (preglednica V). 





Slika 7: SEM sliki nanovlaken, izdelanih iz 4 % (m/V) polimerne raztopine PEO. Leva slika je posneta pri večji 
povečavi, desna pri manjši povečavi. Podrobni podatki o vzorcu so navedeni v preglednici V. 
4.1.2 Nanovlakna iz PEO in alginata v masnem razmerju 60/40 
Pri elektrostatskem sukanju polimernih raztopin PEO/ALG 60/40 smo spreminjali pretok in 
napetost ter opazovali njun vpliv na morfologijo izdelanih nanovlaken (preglednica VI, slika 
8). Pri pretoku 470 μL/h in napetosti 23 kV so nastala nanovlakna z nekoliko hrapavo 
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površino in povprečnim premerom 112  32 nm, na sami plasti nanovlaken pa smo opazili 
precej polimernih madežev (slika 8B). Le-ti na plasti niso zaželjeni, saj spremenijo strukturo 
nanovlaken in lahko vplivajo na njihove lastnosti. Do nastanka polimernih madežev prihaja 
zaradi razdruževanja curka, ki ga lahko povzroči visoka površinska napetost polimerne 
raztopine (43). Z znižanjem pretoka na 400 μL/h in napetosti na 14 kV smo uspešno 
zmanjšali količino vidnih polimernih madežev na površini vzorca nanovlaken, izdelana 
nanovlakna pa so imela zaradi nižje napetosti nekoliko večji povprečni premer (127  36 
nm). Vzorec C je tako ustrezal našim kriterijem, zato smo enake parametre elektrostatskega 
sukanja uporabili pri izdelavi nanovlaken s sporami. 
Preglednica VI: Pogoji elektrostatskega sukanja 4 % (m/V) polimerne raztopine PEO/ALG 60/40 in povprečni 




Slika 8: SEM slike nanovlaken, izdelanih iz 4 % (m/V) polimerne raztopine PEO/ALG 60/40. Slike so posnete 
pri večji povečavi (zgoraj) in manjši povečavi (spodaj). Podrobni podatki o vzorcih so navedeni v preglednici 
VI. 
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4.1.3 Nanovlakna iz PEO in alginata v masnem razmerju 20/80 
Med prebiranjem literature smo zasledili, da so že uspeli izdelati nanovlakna z visoko 
vsebnostjo alginata (~90 % (m/m)) (38). Odločili smo se, da bomo glede na literaturo delež 
PEO nekoliko povečali, saj bo to olajšalo elektrostatsko sukanje. PEO s hidroksilno in 
alginat s karboksilno skupino tvorita vodikove vezi, s čimer PEO pripomore k delni porušitvi 
inter- in intramolekularnih interakcij med verigami alginata, kar zmanjša rigidnost 
polimernih verig in olajša njihov preplet. Pri pripravi polimernih raztopin smo uporabili 
visokomolekularni PEO, saj le-ta daje raztopini visko-elastične lastnosti in med 
elektrostatskim sukanjem omogoča učinkovit preplet polimernih verig kljub visokemu 
deležu alginata (28). Preglednica VII prikazuje optimalne pogoje, postavljene pri 
elektrostatskem sukanju polimernih raztopin, in povprečne premere izdelanih nanovlaken. 
Preglednica VII: Pogoji elektrostatskega sukanja 4 % (m/V) polimerne raztopine PEO/ALG 20/80 in povprečni 
premer izdelanih nanovlaken (NV). 
 
Opazovali smo vpliv parametrov na morfologijo izdelanih nanovlaken. Primerjali smo 
vzorec D (700 μL/h, 21 kV) in vzorec E (280 μL/h, 14 kV) ter ugotovili, da sta primerljive 
kakovosti in s podobnimi povprečnimi premeri (slika 9D in E), kljub temu da so se 
postavljeni procesni parametri med seboj precej razlikovali. Ker se statistično gledano 
preživetje bakterijskih spor pri višji napetosti zmanjša, je z vidika nadaljnje vgradnje 
bakterijskih spor večji potencial izkazoval vzorec E. Smo pa pri vzorcu E na plasti opazili 
nekaj polimernih madežev. Da bi se izognili njihovem nastanku, smo ob nespremenjenih 
procesnih parametrih povišali temperaturo na 42 °C, saj se z naraščajočo temperaturo 
površinska napetost raztopine znižuje. Z navedeno spremembo pogojev smo izdelali 
nanovlakna brez madežev na plasti (slika 9F), vendar pa so le-ta imela v primerjavi z 
vzorcema D in E nekoliko večji povprečni premer (139  32 nm). Kljub temu smo zaradi 
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ustrezne kakovosti izdelanih nanovlaken pogoje, pri katerih smo elektrostatsko sukali vzorec 
F, uporabili pri izdelavi nanovlaken s sporami. 
 
Slika 9: SEM slike nanovlaken, izdelanih iz 4 % (m/V) polimerne raztopine PEO/ALG 20/80. Slike so posnete 
pri večji povečavi (zgoraj) in manjši povečavi (spodaj). Podrobni podatki o vzorcih so navedeni v preglednici 
VII. 
4.2 Morfologija nanovlaken brez in s sporami 
Po uspešni optimizaciji izdelave nanovlaken smo vanje vgradili spore. Opazili smo, da kljub 
prisotnosti spor v polimerni raztopini ni bilo potrebno spreminjati nobenih parametrov 
procesa. Da smo z metodo elektrostatskega sukanja v nanovlakna uspešno vgradili spore, 
smo potrdili s SEM slikami, saj so v strukturi nanovlaken vidne lokalne zadebelitve, ki se 
po obliki in velikosti ujemajo s sporami, posušenimi na zraku (slika 10 in 11). Čeprav je 
povprečni premer spor nekajkrat večji od premera samih nanovlaken, so slednje v celoti 
ovite s polimernim slojem in morebitnih razpok polimerne obloge na SEM slikah nismo 
zaznali. Razporeditev spor v mreži nanovlaken je naključna, so pa spore s svojo daljšo 
stranico orientirane vzdolž nanovlakna. Prisilna orientacija spor se prične v Taylorjevem 
stožcu med elektrostatskim sukanjem, kjer si spore zaradi nanje delujočih sil sledijo ena za 
drugo v smeri pretoka. 
Prikazana razporeditev spor na sliki 11 je značilna za zgornji sloj nanovlaken, saj smo lahko 
s SEM ovrednotili le površino vzorca, vendar sklepamo na podobno razporeditev tudi v 
globljih slojih. Vidna je njihova sploščena morfologija, ki je verjetna posledica sušenja in 
dehidracije. Med elektrostatskim sukanjem poleg evaporacije topila prihaja tudi do 
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izparevanja vode iz samih spor. Mogoče je, da k rahlo spremenjeni morfologiji spor 
prispevajo še fizikalne sile, ki nastajajo med elektrostatskim sukanjem. 
Povprečni premer nanovlaken PEO je znašal 172  23 nm, nanovlaken PEO/ALG 60/40 127 
 36 nm in nanovlaken PEO/ALG 20/80 139  32 nm, enakim nanovlaknom z vgrajenimi 
sporami pa smo določili naslednje premere: 212  30 nm (nanovlakna PEO), 164  30 nm 
(nanovlakna PEO/ALG 60/40) in 178  34 nm (nanovlakna PEO/ALG 20/80). Nanovlakna 
brez spor in s sporami izkazujejo enak trend, pri čemer imajo najmanjši premer nanovlakna 
PEO/ALG 60/40, sledijo nanovlakna PEO/ALG 20/80 in nanovlakna PEO. O vplivu spor na 
premer izdelanih nanovlaken lahko sklepamo v primeru vseh treh vzorcev, saj smo pri 
elektrostatskem sukanju nanovlaken s sporami uporabili enake parametre kot pri izdelavi 
nanovlaken brez spor. Statistična analiza je pokazala, da je premer nanovlaken brez spor 
signifikantno različen od premera nanovlaken s sporami (p < 0,05), kjer imajo nanovlakna z 
vgrajenimi sporami večji premer. Po vgradnji slednjih se je premer nanovlaken PEO povečal 
za 40 nm, nanovlaken PEO/ALG 60/40 za 37 nm in nanovlaken PEO/ALG 20/80 za 39 nm. 
Naši eksperimentalni podatki so v nasprotju s podatki v literaturi, kjer so poročali, da z 
dodatkom spor v polimerni raztopini povečamo njeno prevodnost, kar vodi v nastanek 
tanjših vlaken (12). 
 
 
Slika 10: SEM slika spor po sušenju na zraku. 




Slika 11: SEM slike nanovlaken (NV) PEO, PEO/ALG 60/40, PEO/ALG 20/80 (od zgoraj navzdol) brez spor 
(levo) in z vgrajenimi sporami (desno). Na SEM slikah so navedeni povprečni premeri nanovlaken za 
posamezni vzorec nanovlaken.  
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4.3 Vrednotenje nanovlaken s termično analizo 
Z namenom, da bi ugotovili lastnosti trdnega agregatnega stanja polimerov, ki tvorijo 
nanovlakna, in potencialne interakcije med njimi ter sporami, smo vzorce analizirali z DSC 
(slika 12). Hkrati smo za vrednotenje deleža vlage v vzorcih in lažjo interpretacijo 
posameznih vrhov DSC krivulj izvedli še TGA (slika 13). Na DSC krivulji liofiliziranih spor 
sta v območju 60–170 °C in 220–300 °C vidna dva široka endotermna vrhova, medtem ko 
rezultati TGA pri enakih temperaturah kažejo padec mase. Posledično prvi vrh pripisujemo 
odparevanju vode iz spor, drugi pa verjetno predstavlja razgradnjo bakterijskih proteinov, 
kar se ujema z objavljenimi podatki (12). Podobno tudi na DSC krivulji alginata v območju 
50–160 °C opazimo širok endotermni vrh, ki je posledica evaporacije vezane vode, medtem 
ko eksotermni vrh v območju 200–270 °C prikazuje razpad alginata, kar je skladno z 
ugotovitvami raziskovalcev (44). V termogramu kristalnega PEO je pri 71°C oster 
endotermni vrh, ki predstavlja talilno temperaturo polimera. Dodatnega, eksotermnega vrha 
v termogramu PEO ni zaznati, saj v primerjavi z alginatom izkazuje večjo termično 
stabilnost. Glede na podatke v literaturi razpada šele pri temperaturi nad 360 °C (12), kar je 
izven temperaturnega območja, v katerem smo izvajali eksperiment. 
Največji delež vlage med posameznimi komponentami nanovlaken vsebuje alginat (12 %), 
kar kaže na njegovo higroskopnost. Liofilizirane spore vsebujejo 6 %, PEO pa manj kot 0,5 
% vlage (slika 13, preglednica VIII). Higroskopnost alginata se odraža tudi v izdelanih 
nanovlaknih, kjer vsebnost vlage narašča sorazmerno z večanjem masnega deleža alginata. 
Nanovlakna PEO imajo najnižjo vsebnost (manj kot 2 %), sledijo nanovlakna PEO/ALG 
60/40 (3–4 %) in PEO/ALG 20/80 (8–9 %). 




Slika 12: DSC krivulje posameznih komponent in nanovlaken (NV). 
 
Slika 13: TGA krivulje posameznih komponent in nanovlaken (NV). 
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Teoretične entalpije, ki smo jih potrebovali za analizo DSC krivulj, smo izračunali kot 
produkt talilne entalpije kristalnega PEO in njegovega masnega deleža v nanovlaknih. 
Vrednosti smo primerjali z eksperimentalno določenimi entalpijami in ugotovili, da so 
slednje pri vseh vzorcih nanovlaken manjše od teoretično izračunane entalpije (preglednica 
VIII). To pomeni, da je proces elektrostatskega sukanja zmanjšal kristalnost PEO v 
primerjavi z izhodnim polimerom. Elektrostatsko sukanje v smislu odparevanja topila in 
strjevanja nanovlaken poteka hitro, zato popolna ureditev verig PEO med procesom ni 
mogoča. Posledično v izdelanih nanovlaknih obstaja več naključno razporejenih polimernih 
verig, kar rezultira v znižani kristalnosti PEO. Prisotnost alginata pa še dodatno zmanjša 
kristalnost PEO v nanovlaknih, saj le-ta v polimerni raztopini omeji celokupno gibljivost 
verig, kar upočasni rast kristala (44). Na DSC krivuljah nanovlaken PEO/ALG 60/40 in 
PEO/ALG 20/80 zaznamo glede na DSC krivuljo PEO tudi premik talilne temperature PEO 
proti nižjim temperaturam. Opazimo enak trend kot pri zniževanju kristalnosti, saj se vrh 
tališča pomika proti nižjim temperaturam sorazmerno s povečevanjem deleža alginata.  
V primeru nanovlaken z vgrajenimi sporami se trend zniževanja kristalnosti in talilne 
temperature PEO ponovi, slednja pa imajo v primerjavi z nanovlakni brez spor še dodatno 
znižano kristalnost. Iz dobljenih eksperimentalnih podatkov sklepamo, da so spremembe na 
DSC krivuljah lahko posledica morebitnih interakcij med PEO, alginatom in/ali sporami. 
Preglednica VIII: Rezultati termične analize polimerov, liofiliziranih spor in nanovlaken (NV). Z ΔHteor je 
označena teoretična entalpija, z ΔHexp pa eksperimentalna entalpija. 
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4.4 Analiza nanovlaken s FTIR 
FTIR je občutljiva metoda za potrjevanje interakcij med polimeri in sporami, na katere smo 
sklepali iz rezultatov termične analize (4.3). Najprej smo primerjali spektre uporabljenih 
polimerov in nanovlaken brez spor (slika 14). Na spektru alginata je v območju 3700–3000 
cm-1 viden širok signal, ki predstavlja raztegovanje O–H vezi, signala pri 1596 cm-1 in 1407 
cm-1 pa asimetrično COO− nihanje in simetrično COO− nihanje (45). Omenjeni signali so 
vidni tudi na spektrih nanovlaken, kjer se intenziteta signala znižuje z nižanjem deleža 
alginata. Na spektrih čistega PEO (900 kDa in 2 MDa) vrhova pri 1092 cm-1 in 841 cm-1 
predstavljata upogibanje C–O–C vezi, vrh pri 1341 cm-1 pa vibracije –CH2 vezi (46). V 
primerjavi s spektri polimerov so na spektrih nanovlaken opazni premiki nekaterih 
karakterističnih vrhov. Vrh C–O–C vezi v PEO se pomakne iz 1092 cm-1 na 1098 cm-1, prav 
tako pa premik proti večjim valovnim dolžinam opazimo v primeru signala O–H vezi v 
alginatu (slika 14, desno). Opaženi spektralni spremembi povezujemo z nastalo vodikovo 
vezjo med omenjenima funkcionalnima skupinama polimerov, kar je navedeno tudi v 
literaturi (44). 
 
Slika 14: FTIR spektri PEO (900 kDa, 2 MDa), alginata (ALG) in nanovlaken (NV) PEO, PEO/ALG 60/40 in 
PEO/ALG 20/80. Na desni strani povečava območja, v katerem smo opazili premike.  
V nadaljevanju smo analizirali spektre liofiliziranih spor in nanovlaken z vgrajenimi 
sporami. V spektru liofiliziranih spor (slika 15) opazimo tri vrhove, karakteristične za 
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amidno vez v strukturi bakterijskih proteinov. Vrh pri 3289 cm−1 (amid A) predstavlja 
raztegovanje N–H vezi, pri 1652 cm−1 (amid I) raztegovanje C=O vezi in pri 1540 cm−1 
(amid II) raztegovanje C–N ter upogibanje N–H vezi. Signali v območju 3000–2800 cm-1 so 
značilni za maščobne kisline, v območju 1200–900 cm-1 za ogljikovodike, vmesno območje 
1700–1200 cm-1 pa daje informacijo o proteinih, spojinah s fosfatno skupino in tudi o 
maščobnih kislinah (47). Posledično vrhova pri 2933 cm-1 in 2875 cm-1 ustrezata 
asimetričnemu in simetričnemu raztegovanju C-H2 vezi v lipidnih membranah bakterijskih 
spor, vrh pri 1385 cm-1 simetričnemu raztegovanju C-O vezi v COO-, vrh pri 1243 cm-1 pa 
asimetričnemu raztegovanju P=O vezi v PO2
-. 
 
Slika 15: FTIR spekter liofiliziranih spor z označenimi karakterističnimi vrhovi. 
Signala amida I in amida II, ki sta na spektru liofiliziranih spor vidna v območju 1700–1500 
cm-1, podata informacijo o konformacijskih spremembah bakterijskih proteinov, zato sta v 
pomoč pri vrednotenju vpliva sušenja na strukturo bakterijskih proteinov (47). Na spektru 
nanovlaken PEO s sporami v omenjenem območju ni zaznati sprememb, zato 
predpostavljamo, da sušenje v procesu elektrostatskega sukanja na strukturo bakterijskih 
proteinov ni imelo bistvenega vpliva. Na spektru nanovlaken PEO/ALG 20/80 s sporami se 
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signala amida I in amida II prekrivata z vrhom alginata, zato morebitnih premikov ni mogoče 
ovrednotiti (slika 16, desno zgoraj). 
 
Slika 16: FTIR spektri alginata (ALG), liofiliziranih spor (Lio spore), nanovlaken (NV) PEO in PEO/ALG 
20/80 brez in s sporami. Na desni strani povečava območja amida I in II (zgoraj) in amida A (spodaj). 
Na osnovi raztegovanja O–H vezi (3600–3000 cm-1) sklepamo na nastalo vodikovo vez med 
uporabljenimi polimeri in sporami. V enakem območju (~3300 cm-1) ima svoj vrh tudi amid 
A, katerega valovna dolžina je močno odvisna od jakosti nastale vodikove vezi (47). 
Opazimo, da se na sprektru liofiliziranih spor in nanovlaken PEO s sporami signala amida 
A pojavita pri enaki valovni dolžini, posledično tvorba vodikove vezi iz spektrov ni razvidna. 
Na spektru nanovlaken PEO/ALG 20/80 s sporami pa v omenjenem območju prihaja do 
prekrivanja karakterističnih vrhov alginata in spor, zato morebitnih interakcij ni mogoče 
ovrednotiti (slika 16, desno spodaj). Čeprav bi na nastale interakcije lahko sklepali tudi na 
osnovi ostalih območij spektra, pa je bilo njihovo natančno ovrednotenje zaradi 
medsebojnega prekrivanja karakterističnih vrhov precej oteženo. 
 
Ana PRESINGER  Magistrska naloga 
37 
 
4.5 Vrednotenje preživetja spor med izdelavo nanovlaken 
4.5.1 Vpliv soniciranja na preživetje spor 
V preliminarnih eksperimentih smo ugotovili, da prisotnost zraka v polimerni raztopini 
otežuje elektrostatsko sukanje. Ker smo se želeli izogniti zračnim mehurčkom, nastalim med 
mešanjem na magnetnem mešalu, smo polimerne raztopine pred začetkom izdelave 
nanovlaken sonicirali. Ultrazvočni valovi v kapljevini povzročijo akustično kavitacijo, kjer 
prihaja do tvorbe mehurčkov mikrometrskih velikosti, ki nato kolabirajo in lokalno ustvarijo 
visok tlak ter temperaturo. Visok tlak lahko poruši integriteto membrane bakterij in 
poškoduje proteine v eksosporiju, kar lahko negativno vpliva na njihovo preživetje (48, 49). 
Da bi ugotovili vpliv soniciranja na preživetje slednjih, smo izvedli poskus, kjer smo zalogo 
spor s koncentracijo 9,47 log CFU/mL za 10 in 30 min izpostavili ultrazvoku. Koncentracija 
živih spor se je po 10 min soniciranja zmanjšala za 0,01 log CFU/mL, po 30 min pa za 0,11 
log CFU/mL (slika 17). Razlika v koncentraciji živih spor pred in po soniciranju je bila 
minimalna, zato smo zaključili, da soniciranje v časovnem intervalu do 30 min na preživetje 
spor nima bistvenega vpliva. S tem smo potrdili, da je soniciranje primerna metoda za 
odstranjevanje zračnih mehurčkov iz polimernih disperzij s sporami. 
 
Slika 17: Vpliv različnega časa soniciranja na preživetje spor. 
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4.5.2 Preživetje spor v posamezni stopnji 
Preživetje spor smo preučevali z namenom, da bi ugotovili, kako številni stresni dejavniki 
med postopkom priprave nanovlaken vplivajo na njihovo preživetje. Število živih spor smo 
z metodo nakapljane plošče določili v polimerni disperziji po pripravi, po elektrostatskem 
sukanju in vsebnost v nanovlaknih ter eksperimentalne vrednosti primerjali s teoretičnimi. 
V polimerne disperzije smo dispergirali spore, ki bi morale teoretično vsebovati koncetracijo 
med 9,2 in 9,7 log CFU/mL, medtem ko smo v pripravljenih polimernih disperzijah določili 
med 8,0 in 8,6 log CFU spor/mL (slika 18). Za zmanjšanje števila živih spor med pripravo 
polimernih disperzij obstaja več razlogov. Prvi se nanaša na prisotnost vegetativnih oblik 
bakterije v uporabljenih zalogah spor. Slednje so na agresivne zunanje dejavnike, t.j. 
centrifugiranje in spiranje zaloge spor s hipotonično prečiščeno vodo, manj odporne in zato 
bolj dovzetne za poškodbe. Do izgub prihaja tudi med večkratnim zaporednim 
centrifugiranjem, kjer ne uspemo popolnoma ločiti sedimenta in supernatanta. Supernatant 
je bil sicer bister, a je hkrati vseboval posamezne plavajoče koščke sedimenta, ki smo jih z 
odlivanjem izgubili. Vsebnost spor v supernatantu smo potrdili tudi pri pregledu le-tega pod 
optičnim mikroskopom. Eden izmed možnih razlogov za izgube je še adhezija spor na stene 
centrifugirke in/ali nastavke za pipetiranje. 
 
Slika 18: Koncentracija živih spor v zalogi pred spiranjem, po pripravi polimernih disperzij in po 
elektrostatskem sukanju. 
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Ugotovili smo, da temperatura, medij v polimerni disperziji in čas izpostavljenosti niso 
bistveno vplivali na preživelost spor, saj se je v primeru disperzije PEO koncentracija živih 
spor zmanjšala za 0,3 log CFU/mL, v primeru disperzije PEO/ALG 60/40 za 0,2 log 
CFU/mL in disperzije PEO/ALG 20/80 za 0,1 log CFU/mL (slika 18). 
Nazadnje smo ovrednotili še število živih spor v nanovlaknih. Nanovlaknom PEO smo 
določili vsebnost 5,86 log CFU/mg, nanovlaknom PEO/ALG 60/40 6,89 log CFU/mg in 
nanovlaknom PEO/ALG 20/80 6,26 log CFU/mg (slika 19). Po primerjavi s teoretično 
vsebnostjo smo ugotovili, da je izguba spor pri izdelavi nanovlaken PEO znašala več kot 1 
log CFU/mg nanovlaken, v primeru nanovlaken PEO/ALG 60/40 in PEO/ALG 20/80 pa 
približno 0,5 log CFU/mg nanovlaken. Proces elektrostatskega sukanja je tako zaradi 
mehanskih sil, visoke aplicirane napetosti in hitrega izparevanja vode ter posledično 
osmoznih sprememb negativno vplival na preživelost spor. Čeprav je v literaturi navedeno, 
da višja napetost in temperatura zaradi zmanjšane aktivacije spor negativno vplivata na 
preživetje slednjih, sami tega nismo opazili. Nanovlakna PEO/ALG 20/80 smo namreč 
elektrostatsko sukali pri ostrejših pogojih kot nanovlakna PEO in PEO/ALG 60/40, izgube 
spor pa so bile manjše oz. primerljive. Dodatno je mogoče še, da so spore, ki smo jih za 
pripravo posameznih nanovlaken vzeli iz različnih zalog, različno odporne na zunanje 
stresne dejavnike, kar smo upoštevali v vseh stopnjah priprave nanovlaken. 
 
Slika 19: Vsebnost živih spor v nanovlaknih. 
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4.6 Preživetje spor v nanovlaknih med shranjevanjem 
Ohranitev velikega števila živih spor med izdelavo nanovlaken je zelo pomembna, še 
pomembneje pa je zagotoviti stabilnost vgrajenih probiotikov med shranjevanjem, saj mora 
tako kot pri učinkovinah, vsebnost slednjih ostati v terapevtskem območju. Zadostno število 
vgrajenih živih spor in njihova aktivnost sta ključnega pomena za učinkovitost zdravila in s 
tem za doseganje želenega terapevtskega učinka. Velika specifična površina nanovlaken in 
pogoji v okolju, t.j. visoka temperatura in relativna vlažnost, lahko znatno znižajo preživetje 
spor (12). Da bi ovrednotili vpliv formulacije, temperature in relativne vlažnosti na 
preživetje slednjih, smo nanovlakna za 1 mesec izpostavili (i) sobni temperaturi, 58 % RH 
in (ii) 40 °C, 75 % RH. Po 1-mesečni izpostavitvi zgoraj navedenim pogojem smo določili 
vsebnost spor v nanovlaknih, ki je prikazana na sliki 20. 
 
Slika 20: Vsebnost živih spor v nanovlaknih po izdelavi in po 1-mesečni izpostavitvi (i) sobni temperaturi, 58 
% RH in (ii) 40 °C, 75 % RH. 
PEO nanovlaknom, ki so bila izpostavljena sobni temperaturi in 58 % RH, se je vsebnost 
živih spor glede na začetno zmanjšala za 0,50 logaritemske enote. Do nekoliko večjega 
upada vsebnosti je prišlo, ko smo PEO nanovlakna izpostavili 40 °C in 75 % RH, in sicer za 
0,55 logaritemske enote. V primeru nanovlaken PEO/ALG 60/40 pogoji izpostavljenosti 
niso vplivali na preživetje, saj smo v obeh primerih določili za 0,38 logaritemske enote nižjo 
vsebnost. V nanovlaknih PEO/ALG 20/80 je vsebnost upadla za 0,30 logaritemske enote 
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(sobna temperatura, 58 % RH) oz. za 0,13 logaritemske enote (40 °C, 75 % RH). Glede na 
rezultate analize varianc vsebnosti živih spor za posamezni vzorec nanovlaken, ki smo jih 
določili po elektrostatskem sukanju in po izpostavitvi dvem različnim pogojem shranjevanja, 
niso statistično različne (p > 0,05). Smo pa opazili, da je prišlo v nanovlaknih PEO/ALG 
60/40 in PEO/ALG 20/80 v obeh primerih izpostavljenosti do manjšega upada vsebnosti kot 
v nanovlaknih PEO. Glede na poročila raziskovalcev je mogoče, da alginat preko interakcij 
s proteini v eksosporiju stabilizira strukturo bakterij (12). Hkrati so raziskovalci poročali tudi 
o vplivu vlage na preživetje vgrajenih spor. Določena vsebnost vlage naj bi bila optimalna 
za ohranjanje preživelosti spor med dolgotrajnim shranjevanjem. Zaostala vlaga v 
nanovlaknih PEO (< 2 %) je bila manjša od tiste v nanovlaknih PEO/ALG 60/40 (3–4 %) 
oz. nanovlaknih PEO/ALG 20/80 (8–9 %) (4.3), zato smo prišli do sklepa, da je bila višja 
vsebnost vlage za preživetje tovrstnih spor bolj optimalna. 
Na osnovi dobljenih rezultatov lahko zaključimo, da smo z vgradnjo spor v nanovlakna 
izdelali dostavni sistem z ustrezno 1-mesečno stabilnostjo. V primerjavi z vgrajenimi 
vegetativnimi oblikami bakterij, ki se jim je po podatkih v literaturi preživetje bistveno 
zmanjšalo (35), mi statistično pomembnega upada števila živih spor po 1-mesečnem 
shranjevanju nismo dokazali. 
4.7 Sproščanje spor iz nanovlaken v fosfatni pufer 
Po shranjevanju dostavni sistem apliciramo na tarčno mesto (t.j. obzobni žep), kjer se morajo 
probiotiki za dosego terapevtskega učinka najprej sprostiti. Na potek sproščanja vpliva več 
dejavnikov, med katere prištevamo tudi vrsto polimerov, ki jih uporabimo za izdelavo 
nanovlaken. Da bi ovrednotiti vpliv različnih formulacij nanovlaken na hitrost in obseg 
sproščanja vgrajenih spor, smo izvedli in vitro test sproščanja v fosfatnem pufru s pH 7,4 
(slika 21 in 22). Zaradi uporabljenih vodotopnih polimerov (t.j. PEO in alginat) smo sklepali, 
da bo kmalu po stiku z medijem prišlo do raztapljanja polimernega ogrodja in s tem 
sproščanja vgrajenih spor. Delež sproščenih živih spor smo izrazili glede na maksimalno 
število sproščenih spor, ki so se v primeru vseh treh vzorcev nanovlaken sprostile po 1 
dnevu. Število sproščenih spor/mg nanovlaken je bilo pri nanovlaknih PEO za 0,2 
logaritemske enote večje kot predhodno določena vsebnost, v primeru nanovlaken 
PEO/ALG 60/40 pa za 0,4 oz. nanovlaken PEO/ALG 20/80 za 0,3 logaritemske enote večje 
od določene vsebnosti. Omenjene razlike so verjetna posledica eksperimentalnih odstopanj. 
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Sproščanje spor je najhitreje potekalo v primeru nanovlaken PEO, iz katerih se je v prvi uri 
sprostilo 9,4×105 spor/mg nanovlaken, kar je predstavljalo večino, t.j. 85 % sproščenih spor. 
Intenzivno začetno sproščanje spor na sliki 21 in 22 opazimo kot strmo naraščanje profila. 
V kasnejših časovnih točkah se je sproščanje upočasnilo in doseglo plato po 24 h, ko se je 
sprostilo 1,1×106 spor/mg nanovlaken oz. vse spore. V primeru nanovlaken PEO/ALG 60/40 
in PEO/ALG 20/80 je sproščanje potekalo počasneje, a s podobnim trendom sproščanja kot 
v primeru nanovlaken PEO. Iz nanovlaken PEO/ALG 60/40 se je v prvi uri sprostilo 58 % 
spor (1,1×107 spor/mg nanovlaken), iz nanovlaken PEO/ALG 20/80 pa 38 % (1,3×106 
spor/mg nanovlaken). Ko je sproščanje po 24 h doseglo plato in so se iz nanovlaken sprostile 
vse spore, je število sproščenih spor iz nanovlaken PEO/ALG 60/40 znašalo 1,9×107 
spor/mg nanovlaken, iz nanovlaken PEO/ALG 20/80 pa 3,4×106 spor/mg nanovlaken. 
Profili sproščanja se skladajo z našim eksperimentalnim opazovanjem, kjer smo v primeru 
nanovlaken PEO opazili njihovo takojšnje raztapljanje, medtem ko so nanovlakna 
PEO/ALG 60/40 in PEO/ALG 20/80 potrebovala več časa, da so se popolnoma raztopila. 
 
Slika 21: Delež sproščenih spor iz nanovlaken (NV) PEO, PEO/ALG 60/40 in PEO/ALG 20/80 v odvisnosti od 
časa (0-7 dni). 




Slika 22: Število sproščenih spor iz nanovlaken (NV) PEO, PEO/ALG 60/40 in PEO/ALG 20/80 v odvisnosti 
od časa (0–25 h). 
Iz rezultatov lahko razberemo, da se s povečevanjem deleža alginata v nanovlaknih 
zmanjšuje hitrost sproščanja spor. Slednja je povezana s hitrostjo raztapljanja polimernega 
ogrodja po izpostavitvi fosfatnemu pufru. Alginat je pri pH 7,4 topen, vendar rahlo nabreka, 
zato je začetno sproščanje spor odvisno od hitrosti raztapljanja PEO in nastanka por v 
ogrodju nanovlaken. Protonirane –COO skupine omogočajo enostavno difuzijo medija v 
alginatni hidrogel, iz katerega se po postopnem raztapljanju polimera sprostijo vse spore. V 
primeru nanovlaken PEO/ALG 60/40 je bilo ogrodje zaradi nižjega deleža alginata 
podvrženo hitrejšemu raztapljanju kot v primeru nanovlaken PEO/ALG 20/80. Na hitrejše 
sproščanje spor iz nanovlaken PEO/ALG 60/40 je morda vplival tudi manjši povprečni 
premer nanovlaken in zato krajša difuzijska razdalja. 
Z in vitro testom sproščanja smo dokazali, da sproščanje spor iz nanovlaken poteka hitro in 
celovito, zato si upamo trditi, da lahko s tovrstnimi dostavnimi sistemi tudi v in vivo okolju 
na tarčno mesto dostavimo probiotike v terapevtski koncentraciji. Hkrati pa hitro raztapljanje 
nanovlaken pomeni, da se bo dostavni sistem kmalu izločil iz organizma, kar je še ena izmed 
želenih lastnosti oz. prednosti. 
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Na profilih sproščanja lahko v primeru vseh treh vzorcev nanovlaken opazimo, da se po 
dosegu platoja (1 dan) krivulje znižujejo, kar pripisujemo adsorbciji spor na stene vial in 
sedimentaciji, ki smo jo opazili med izvajanjem eksperimenta. Slednji bi se v prihodnje 
lahko izognili z optimizacijo metode sproščanja, pri čemer bi povečali število obratov ali pa 
bi mešanje na stresalniku zamenjali z mešanjem na npr. magnetnem mešalu. 
4.8 Sproščanje spor iz nanovlaken in rast bakterij na trdnem gojišču 
Potek sproščanja spor iz nanovlaken in kalitev bakterij smo ovrednotili še na trdnih gojiščih, 
pripravljenih iz agarja. Opazovali smo prirast kolonij in kot merilo za hitrost izraščanja 
upoštevali debelino nastalega kolobarja. Po nanosu nanovlaken na vlažno gojišče smo v 
primeru nanovlaken PEO, PEO/ALG 60/40 in PEO/ALG 20/80 opazili praktično takojšnje 
raztapljanje, kar je posledica že omenjene dobre topnosti polimerov pri pH 7,4. 
Prvi viden prirast kolonij smo pri vseh treh vzorcih nanovlaken opazili po 24 h inkubiranja, 
ko se je premer na račun prirasta najbolj povečal nanovlaknom PEO (1,3 mm), sledila so 
nanovlakna PEO/ALG 20/80 (0,8 mm) in nanovlakna PEO/ALG 60/40 (0,4 mm) (slika 23 
in 24). Tudi po 48 h je bil viden podoben trend izraščanja – do največjega prirasta je prišlo 
v primeru nanovlaken PEO, do najmanjšega pa v primeru nanovlaken PEO/ALG 60/40. 
Dodatek alginata je torej zakasnil izraščanje spor iz nanovlaken, pri čemer pa smo opazili, 
da so spore z manjšo časovno zakasnitvijo izraščale iz nanovlaken z večjim deležem 
alginata. Po 1 tednu inkubacije smo največji prirast kolonij izmerili za nanovlakna 
PEO/ALG 60/40, sledila so nanovlakna PEO/ALG 20/80 in nanovlakna PEO, kar je ravno 
obratno kot v začetnih časovnih točkah. 
Med vzorci nanovlaken z različno sestavo je prihajalo do razlik v poteku izraščanja kolonij. 
Kolonije smo opazili po celotnem obsegu izrezanega kroga nanovlaken, prav tako kot tudi 
na površini nanosa nanovlaken (slika 24). Do neenakomernega izraščanja spor lahko prihaja 
zaradi lokalne razlike v številu plasti nanovlaken, različnih premerov nanovlaken in 
neenakomerne razporeditve spor v nanovlaknih, ki smo jo opazili tudi na SEM slikah (4.2). 
Spore v primeru debelejšega sloja plasti potrebujejo dlje časa, da se prebijejo do s hranili 
bogatega gojišča, kar zakasni njihovo pretvorbo v vegetativno obliko. Poleg omenjenih 
dejavnikov na potek izraščanja vpliva tudi hitrost raztapljanja polimernega ogrodja. Slednja 
je nekoliko večja pri nanovlaknih PEO, saj nabrekanje alginata v primeru nanovlaken 
PEO/ALG 60/40 in PEO/ALG 20/80 rahlo upočasni difuzijo spor v gojišče. 
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Z vidika sproščanja je bolj kot sam prirast kolonij pomemben potek oz. zakasnitev 
izraščanja. Po določenem času inkubiranja (več dni) se namreč cona prirasta povečuje zlasti 
na račun razmnoževanja bakterij v že zrastlih obrobnih kolonijah. Opazimo, da kolonije, ki 
so zrastle dlje od nanešenega vzorca nanovlaken, zavzemajo večjo površino od tistih, ki so 
zrastle neposredno ob robu vzorca. Do tega pride, saj imajo bakterije, ki so v gojišču 
difundirale dlje, tam na voljo več hranil, potrebnih za rast in razmnoževanje. Kako 
intenzivno bo razraščanje kolonij, pa je odvisno tudi od vlažnosti gojišča. 
 
Slika 23: Prirast kolonij, izraščenih iz nanovlaken (NV) PEO, PEO/ALG 60/40 in PEO/ALG 20/80 na trdnem 
gojišču. 




Slika 24: Izraščanje bakterij iz nanovlaken na trdnem gojišču. Od zgoraj navzdol si sledijo slike nanovlaken 
(NV) PEO, PEO/ALG 60/40 in PEO/ALG 20/80. Od leve proti desni si sledijo fotografije, posnete v različnih 
dnevih (d). 
 




V okviru magistrske naloge smo z metodo elektrostatskega sukanja izdelali nanovlakna iz 
PEO in kompozitna nanovlakna iz PEO in alginata v masnem razmerju 60/40 in 20/80 (m/m) 
ter vanje uspešno vgradili spore potencialnega probiotika Bacillus sp. 25.2.M. Ugotovili smo 
sledeče: 
 PEO nanovlakna smo izdelali po predhodno optimiziranem postopku, medtem ko 
smo z optimizacijo procesnih in okoljskih parametrov uspešno razvili kompozitna 
nanovlakna. V primeru formulacije PEO/ALG 60/40 smo z znižanjem pretoka iz 470 
na 400 μL/h in napetosti iz 23 na 14 kV izdelali nanovlakna brez polimernih 
madežev, v primeru PEO/ALG 20/80 pa smo za enak učinek povišali temperaturo iz 
37 na 42 °C. 
 S SEM smo potrdili uspešno vgradnjo spor v nanovlakna (7,2×105–7,8×106 spor/mg 
nanovlaken) in ugotovili, da imajo nanovlakna z vgrajenimi sporami (164–212 nm) 
značilno večji povprečni premer kot enaka nanovlakna brez spor (127–172 nm). 
 Spremljali smo preživetje spor med procesom izdelave nanovlaken in ugotovili, da 
soniciranje v časovnem intervalu do 30 min nima bistvenega vpliva na preživetje 
spor, zato je primerna metoda za odstranjevanje zračnih mehurčkov iz polimernih 
disperzij s sporami. Med pripravo polimernih disperzij s sporami se je zmanjšala 
koncentracija živih spor zaradi izgub, nastalih kot posledica spiranja vzorcev s 
prečiščeno vodo. Samo elektrostatsko sukanje je preživetje spor dodatno znižalo, in 
sicer za največ 1 logaritemsko enoto, kar pripisujemo nastalemu mehanskemu stresu, 
napetosti in osmoznim spremembam samih spor. 
 Elektrostatsko sukanje je v primerjavi z izhodnim PEO zmanjšalo njegovo kristalnost 
v izdelanih nanovlaknih. Kristalnost PEO je padala tudi sorazmerno z večanjem 
deleža alginata v nanovlaknih. Dodatno znižanje kristalnosti v primeru nanovlaken s 
sporami nakazuje na tvorbo morebitnih interakcij med polimeri in sporami. 
 Na osnovi premikov karakterističnih vrhov smo na spektrih FTIR potrdili nastanek 
vodikove vezi med PEO in alginatom v nanovlaknih, interakcije med polimeri in 
sporami pa iz spektrov niso bile razvidne oz. jih ni bilo mogoče dokazati. 
 Po 1-mesečnem shranjevanju pri sobni temperaturi, 58 % RH in 40 °C, 75 % RH se 
vsebnost živih spor v nanovlaknih ni statistično pomembno znižala, kaže pa manjši 
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upad vsebnosti v primeru kompozitnih nanovlaken na morebitno zaščitno vlogo 
alginata. 
 Spore so se z največjo hitrostjo sproščale iz nanovlaken PEO, iz katerih se je v 
časovnem intervalu 1 h sprostilo kar ~85 % vseh vgrajenih spor. S povečevanjem 
deleža alginata je hitrost sproščanja upadla, kar je povezano s počasnejšim 
raztapljanjem polimernega ogrodja po izpostavitvi fosfatnemu pufru. Iz nanovlaken 
PEO, PEO/ALG 60/40 in PEO/ALG 20/80 so se v 24 h sprostile vse spore. Prisotnost 
alginata v nanovlaknih je zakasnila sproščanje spor iz nanovlaken in rast bakterij tudi 
na trdnem gojišču. 
Izdelana nanovlakna predstavljajo obetaven dostavni sistem za neposredno dajanje zdravila 
v obzobni žep, hkrati pa omogočajo vgradnjo večjega števila potencialnih probiotikov, 
ohranjajo njihovo preživetje tudi med shranjevanjem in so pripravljena iz biokompatibilnih 
ter bioadhezivnih polimerov. 
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